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Riassunto 
 
Sono stati utilizzati ed ottimizzati metodi spettroscopici di risonanza magnetica nucleare (NMR) 
per lo studio dei fenomeni di riconoscimento molecolare chirale originati da selettori di varie classi, di 
origine naturale o di sintesi. Sono stati presi in considerazione ausiliari chirali di tre classi principali, 
ciclodestrine, resorcareni e alcaloidi, in connessione con le loro ormai consolidate applicazioni in 
ambito analitico o biotecnologico o nella prospettiva di loro possibili applicazioni negli stessi settori. 
Tra le ciclodestrine, sono state indagate ciclodestrine a carattere lipofilico (octakis(3-O-butanoil-
2,6-di-O-pentil)-γ-ciclodestrina, (2,3-di-O-acetil-6-O-terz-butildimetilsilil)-α-, β-, e γ-ciclodestrine) (figura 
R.I) e idrofilico (eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina, 6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-
ciclodestrina, carbossimetil-β-ciclodestrina) (figura R.I).  
Le prime sono state studiate in relazione alla loro ampia diffusione in gas-cromatografia. Ne 
sono state studiate le caratteristiche conformazionali e i meccanismi d’interazione con enantiomeri di 
composti fluorurati e non, in solventi apolari. In questo modo è stato puntualizzato il peso relativo di 
processi di inclusione e processi di interazione superficiale, evidenziando il ruolo della presenza di 
tracce di umidità sull’enantioselettività, in connessione con gli analoghi effetti riscontrati in ambito gas-
cromatografico e impiegando sensori capacitivi. Gli studi NMR hanno anche permesso di sviluppare 
un metodo veloce ed efficiente per la determinazione della purezza enantiomerica e configurazione 
assoluta di composti fluorurati. 
Tra le ciclodestrine idrofiliche, la eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina (figura R.I) è stata 
utilizzata per la preparazione di nanoparticelle di oro, solubili in acqua, ed è stata studiata tramite la 
tecnica NMR DOSY la dipendenza delle dimensioni di nanoparticelle coniugate alla ciclodestrina dalla 
concentrazione del metallo e dal rapporto metallo/ciclodestrina. Sono state anche condotte prove di 
complessazione della 2’-deossicitidina a confronto con la eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina pura e 
con 1-tio-β-D-glucosio, modello della unità strutturale della ciclodestrina. Della ciclodestrina 
contenente il pendaglio tirosinile (6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina) è stata 
accuratamente definita la conformazione in soluzione e ne sono state studiate le proprietà complessanti 
ed enantiodiscriminanti in presenza di miscele enantiomeriche di amminoacidi e dipeptidi. La 
ciclodestrina mostra particolare affinità per l’amminoacido tirosina. La carbossimetil-β-ciclodestrina è 
stata studiata a confronto con la β-ciclodestrina nativa in soluzioni contenenti ketotifene fumarato in 
relazione alla loro capacità di agire nel trasporto e rilascio controllato di farmaci. 
 
 
Figura R.I – Struttura delle ciclodestrine derivatizzate impiegate nel presente lavoro di tesi 
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Di tutte le suddette ciclodestrine è stata accuratamente definita la conformazione in soluzione 
impiegando metodi mono e bidimensionali di rilevazione degli effetti NOE oltre a tecniche di misura 
delle velocità di rilassamento mono e biselettivo. Metodi spettroscopici NMR sono stati inoltre 
utilizzati e di volta in volta ottimizzati per lo studio dei fenomeni di riconoscimento molecolare chirale 
originati da tali selettori.  
Relativamente ai selettori di tipo resorcarenico è stato invece realizzato uno studio volto a 
razionalizzare i risultati di studi di cinetica in fase gassosa riguardanti, in particolare, i complessi formati 
dai due resorc[4]areni enantiomerici (R,R) ed (S,S)R(C)dpeda (figura R.2) con la 2’-deossicitidina (DC) 
(figura R.2). I modelli di interazione derivanti dallo studio NMR hanno evidenziato la possibile origine 
della reattività assai differenziata che è stata riscontrata in fase gassosa. 
Al fine di valutare l’eventuale influenza sui processi di aggregazione da parte di variazioni nella 
struttura del substrato chirale, sono state indagate anche le caratteristiche dei complessi formati da 
suddetti resorcareni enantiomerici R(C)dpeda con alcuni analoghi strutturali della deossicitidina (figura 
R.2). 
 
 
Figura R.2 – Struttura del resorc[4]arene R(C)dpeda e dei nucleosidi impiegati  
negli studi di riconoscimento molecolare 
DC, Cit, Ara-C e GCit 
 
Infine, la prospettiva di ottenere selettori sempre più versatili ed efficienti per spettroscopia 
NMR ha suggerito di coniugare le capacità enantiodiscriminanti degli alcaloidi con quelle di selettori di 
tipo diammidico. Sono state, quindi, esplorate due diverse vie di coniugazione chinina-selettore 
diammidico che hanno permesso di ottenere quattro selettori chirali, due derivati diastereoisomerici nei 
quali una catena diammidica è stata legata covalentemente al sito C9 della chinina ((S)-QuiPhe ed (R)-
QuiPhe covalenti) e due derivati diastereoisomerici di tipo ionico (S)-QuiPhe ed (R)-QuiPhe ionici) 
ottenuti per salificazione dell’azoto chinuclidinico (figura R.3). Tali derivati della chinina sono stati 
impiegati quali agenti solvatanti chirali per spettroscopia NMR in esperimenti di 
enantiodiscriminazione di α-amminoacidi N-trifluoroacetilati e l’influenza della variazione di 
configurazione assoluta del centro chirale del gruppo derivatizzante diammidico nei processi di 
riconoscimento molecolare è stata accuratamente valutata per le due coppie di CSA diastereoisomerici. 
Uno studio NMR in soluzione dei meccanismi d’interazione selettore/substrato chirale ha permesso di 
razionalizzare i risultati degli esperimenti di riconoscimento molecolare. 
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Figura R.3 – Struttura dei derivati (S)- o (R)-QuiPhe covalenti e ionici,  
della chinina e della N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide  
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Introduzione 
 
La comprensione delle basi dei fenomeni di riconoscimento molecolare sia chemo- che 
stereoselettivo riveste un ruolo estremamente importante in svariati settori della ricerca chimica di base 
e applicata così come nell’ambito della ricerca farmaceutica.[1] In ambito chimico, infatti, lo studio e la 
conoscenza dei meccanismi di riconoscimento a livello molecolare risulta fondamentale, ad esempio, 
nello sviluppo di nuove procedure sintetiche chemo e stereoselettive, nell’ambito dell’ottimizzazione 
dei metodi per la separazione analitica e preparativa di composti di vario tipo chirali e non, oppure per 
la realizzazione di nuovi selettori molecolari dotati di versatilità ed efficienza sempre più spiccate. Per 
quanto riguarda il settore farmaceutico, d’altra parte, riuscire a razionalizzare il modo in cui in 
soluzione acquosa un farmaco interagisce con una biomacromolecola può aprire la strada allo sviluppo 
di nuovi principi attivi sempre più efficienti e selettivi. 
In soluzione, il fenomeno del riconoscimento molecolare è basato su processi di aggregazione 
supramolecolare che conducono alla formazione di addotti mediata da interazioni intermolecolari di 
varia natura quali, ad esempio, legami ad idrogeno, interazioni π-π o interazioni di Van der Waals. Si ha, 
pertanto, formazione di complessi molecolari cosiddetti “labili” costituiti da specie transienti, la cui 
caratterizzazione richiede da un lato la determinazione dei parametri termodinamici di complessazione 
(K di equilibrio, stechiometria di complessazione,…) e dall’altro lo studio della stereochimica e 
dinamica degli addotti a confronto con quella dei singoli componenti puri, tramite acquisizione di 
parametri quali le distanze interprotoniche medie, il tempo di riorientamento rotazionale o la velocità 
di diffusione traslazionale. 
La spettroscopia NMR costituisce uno degli strumenti più efficaci per l’analisi dei fenomeni di 
complessazione a livello molecolare, in quanto mette a disposizione parametri di vario tipo dipendenti 
dalla struttura, dalla stereochimica e dalle caratteristiche di moto del sistema. Il chemical shift e la 
costante di accoppiamento, ad esempio, sono parametri locali che dipendono dall’intorno chimico e 
dalla stereochimica, le velocità di rilassamento sono influenzate, oltre che dalla conformazione, anche 
dalla dinamica del sistema e i coefficienti di diffusione sono parametri globali funzione dei moti 
traslazionali. 
La stereochimica di complessazione, ovvero la disposizione spaziale relativa delle specie 
complessate, può essere studiata impiegando le tecniche NMR di misura degli effetti NOE (Nuclear 
Overhauser Effect) originati dai processi di interazione dipolo-dipolo. Tali misure permettono di 
definire vincoli di vicinanza spaziale tra nuclei dei componenti l’addotto.  
D’altra parte, nel processo di riconoscimento molecolare il grado di preorganizzazione 
strutturale del selettore può influenzare in modo significativo l’interazione con il substrato: risulta, 
quindi, estremamente importante definire, preliminarmente, tramite analisi degli effetti NOE 
intramolecolari, la conformazione dei componenti puri in soluzione allo scopo di valutare se 
intervengano transizioni conformazionali dovute all’interazione substrato-recettore.  
Ulteriori informazioni di tipo stereochimico possono essere inoltre ricavate sia tramite analisi 
della dipendenza delle costanti di accoppiamento vicinale dall’angolo diedro sia tramite misure di 
rilassamento, sfruttando anche la dipendenza del parametro di rilassamento incrociato dalla distanza 
interprotonica. 
La dinamica delle specie coinvolte nei processi di riconoscimento molecolare, ovvero nella 
formazione di complessi intermolecolari, può essere investigata a confronto con quella dei singoli 
composti puri. I processi di complessazione, infatti, inducono una diminuzione della mobilità della 
specie di dimensioni minori, usualmente il substrato, la quale tende ad assumere le caratteristiche di 
moto del recettore se quest’ultimo ha dimensioni significativamente maggiori rispetto al substrato. Le 
informazioni relative ai moti di riorientamento rotazionale si ottengono dalle misure dei tempi di 
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rilassamento degli spin nucleari, mentre la tecnica DOSY di misura dei coefficienti di diffusione 
traslazionale permette di valutare i moti di traslazione delle molecole in soluzione.  
Infine, i parametri termodinamici di complessazione, ovvero le costanti relative agli equilibri di 
etero ed autoassociazione che si instaurano in soluzione, possono essere ottenuti dall’analisi della 
dipendenza del parametro NMR selezionato dal rapporto molare substrato/selettore o dalla 
concentrazione totale selezionando tra i vari metodi riportati in letteratura quello più idoneo alle 
caratteristiche del sistema. La stechiometria di complessazione viene più comunemente determinata 
tramite il metodo di Job. 
 
Un aspetto di notevole rilevanza del riconoscimento molecolare è il riconoscimento chirale 
originato da agenti complessanti (selettori) essi stessi chirali.  
È ben noto che nuclei corrispondenti di due enantiomeri (enantiotopici) sono isocroni in 
ambiente achirale e, pertanto, non distinguibili tramite spettroscopia NMR. In presenza di un idoneo 
selettore chirale (A*), l’anisocronia di suddetti nuclei è una manifestazione nello spettro NMR del 
fenomeno di riconoscimento molecolare chirale che si realizza in soluzione. 
Responsabile dell’anisocronia osservata negli spettri NMR delle miscele contenenti il selettore 
chirale enantiopuro A* e i due enantiomeri di un substrato B è la formazione di complessi 
diastereoisomerici del tipo indicato (equazione I.1): 
 
 
  (I.1) 
 
 
Se si osserva differenziazione nello spettro NMR delle risonanze originate da nuclei 
corrispondenti per i due enantiomeri di un substrato chirale (nuclei diastereotopici) (δOSSS ≠ δOSSR) 
(figura I.1) in presenza di un selettore chirale enantiopuro, è possibile definire due parametri:  
- la nonequivalenza (∆δ, ppm o Hz), valore assoluto della differenza dei chemical shift osservati 
per i due enantiomeri in miscela con il selettore (|δOSSS - δOSSR|), che fornisce una misura 
dell’efficienza enantiodiscriminante del selettore chirale stesso; 
- il senso della nonequivalenza, ovvero la posizione relativa nello spettro dei segnali originati da 
nuclei corrispondenti dei due enantiomeri del substrato, che dipende dalla loro configurazione assoluta. 
 
 
Figura I.1 
 
Nelle condizioni di scambio veloce, caratteristiche dei sistemi da noi studiati, per i parametri 
NMR relativi a ciascun enantiometro del substrato è possibile derivare il parametro NMR osservato 
(PSOSS, PROSS) come media pesata del parametro stesso nello stato legato (PSC, PRC) e nello stato libero 
(PSL = PRL = PL): 
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dove xL e xCS/xCR sono, rispettivamente, le frazioni molari dei due enantiomeri del substrato nello stato 
libero e complessato. È evidente, pertanto, che la differenziazione del parametro NMR osservato per i 
due enantiomeri del substrato chirale (POSSS e POSSR) in miscela con il selettore chirale può essere 
originata da differenze nel valore del parametro nei complessi diastereoisomerici da essi formati (PCR ≠ 
PCS) e/o differenze nelle frazioni molari dei due enantiomeri nello stato legato (xCR ≠ xCS).  
Mentre la differenziazione del parametro NMR nello stato legato (PCR, PCS) è essenzialmente originata 
da distinte caratteristiche stereochimiche dei due aggregati diastereoisomerici, la disuguaglianza 
riscontrata per le frazioni molari nello stato legato è da attribuire a differenze nelle costanti di 
eteroassociazione KR e KS, relative agli equilibri di complessazione descritti dalle equazioni I.2 e I.3. 
L’individuazione del peso relativo dei contributi di tipo stereochimico e termodinamico alla 
differenziazione dei parametri NMR permette di estrapolare meccanismi di riconoscimento chirale, la 
cui puntualizzazione è fondamentale nella progettazione razionale di selettori chirali dotati di elevata 
efficienza. 
Nel corso del presente lavoro di tesi, in particolare, abbiamo studiato i fenomeni di 
riconoscimento molecolare chirale originati in soluzione da selettori di struttura complessa che nel 
corso degli anni hanno trovato vasto impiego in svariati settori della ricerca chimica di base ed 
applicata: ciclodestrine derivatizzate, resorc[4]areni chirali e derivati di alcaloidi della China (chinina). 
 
Le ciclodestrine  
Le ciclodestrine sono oligosaccaridi costituiti da 6, 7 o 8 unità di D-glucopiranosio (figura I.2), in 
conformazione a sedia (4C1), la cui connessione tramite legami 1-4’ α-glicosidici origina una struttura 
ciclica (figura I.3). La presenza di tre diversi tipi di gruppi ossidrilici, due secondari, rispettivamente 
posti sui siti C2 e C3 (figura I.2), e uno primario (sito C6), è responsabile delle caratteristiche strutturali 
delle ciclodestrine, che, a loro volta, ne determinano le proprietà di solubilità e complessanti.  
La formazione di una catena di legami a idrogeno tra i gruppi ossidrilici secondari stabilizza, 
infatti, una struttura tridimensionale di tipo tronco-conica (figura I.3), nella quale si individuano una 
superficie esterna, resa idrofilica dagli ossidrili che si affacciano su di essa, e una superficie interna, 
prevalentemente idrofobica per la presenza degli atomi di idrogeno nelle posizioni C3 e C5 (figura I.2) e 
degli ossigeni glicosidici. Si vengono così a determinare un bordo largo, sul quale si trovano i gruppi 
ossidrilici secondari, e un bordo stretto sul quale sono situati i gruppi ossidrilici primari.  
 
 
Figura I.2 – Struttura di un’unità di D-glucopiranosio con numerazione degli atomi di carbonio e dei protoni. 
Rappresentazione della disposizione dei protoni H3 ed H5 di una ciclodestrina. 
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Figura I.3 – Rappresentazione della struttura tronco-conica delle α, β e γ-ciclodestrine native 
 
In virtù di tali caratteristiche strutturali le ciclodestrine native sono solubili in acqua ed hanno la 
capacità di formare complessi di inclusione con molecole scarsamente solubili in tale solvente. La 
selettività dei processi di inclusione è prevalentemente controllata dalle dimensioni della cavità a 
confronto con le dimensioni della molecola complessata. 
Le ciclodestrine sono chirali e, come tali, possono dar luogo a fenomeni di riconoscimento 
stereoselettivo. Esse sono state, infatti, ampiamente utilizzate quali ausiliari chirali in sintesi 
asimmetrica[2,3] e, in ambito analitico, per la progettazione di sistemi di separazione 
cromatografica[2,4] o come agenti solvatanti chirali per spettroscopia NMR.[2,5] 
Al di là dei possibili impieghi allo stato nativo, le potenzialità delle ciclodestrine sono 
ulteriormente ampliate da un’altra loro peculiarità: i tre gruppi ossidrilici in esse presenti hanno 
reattività assai differente e, quindi, possono essere selettivamente modificati. Ciò ha promosso la 
progettazione di numerosi derivati di ciclodestrine, finalizzata a modularne le caratteristiche di 
solubilità, le proprietà complessanti e, con esse, le possibili applicazioni. 
Sono state sviluppate, infatti, ciclodestrine derivatizzate selettivamente, derivatizzate 
esaustivamente, sistemi con derivatizzazioni differenziate sui tre siti reattivi (OH-2, OH-3 e OH-
6).[2,6] Si possono, comunque, distingure derivati di tipo lipofilico e derivati di tipo idrofilico. 
Le ciclodestrine lipofiliche hanno riscosso notevole successo nell’ambito dello sviluppo di nuove 
procedure di separazione analitica e preparativa basata sul riconoscimento molecolare chemo- e 
stereoselettivo, impiegando tecniche di vario tipo (cromatografia, elettroforesi, ecc.).[4d,7-14] Le 
specifiche caratteristiche dei gruppi derivatizzanti introdotti su di esse, infatti, consentono di ottenere 
selettori solubili in solventi organici e di promuovere fenomeni di complessazione che coinvolgono 
non solo la loro cavità, ma anche i gruppi derivatizzanti stessi. A tale proposito è importante osservare 
che i gruppi derivatizzanti possono anche generare profonde distorsioni della simmetria tronco-conica 
originaria.[15] 
Le ciclodestrine idrofiliche hanno avuto un impatto enorme in ambito biotecnologico. Laddove 
la proprietà da esaltare sia la loro solubilità in acqua, vengono infatti prodotte ciclodestrine con 
raggruppamenti polari, altamente idrosolubili e ad elevato grado di sostituzione, tipicamente random, 
utilizzabili come promotori di solubilizzazione e come sistemi di rilascio e trasporto controllato in 
formulazioni farmaceutiche.[1f] Se la proprietà da esaltare è la loro capacità di riconoscimento 
molecolare in ambiente acquoso, allora sono progettate ciclodestrine selettivamente modificate e 
contenenti pendagli polari ionizzabili e, quindi, sensibili al pH o alla presenza di specifici frammenti 
molecolari. In tal modo si ottengono sistemi che possono trovare applicazione nell’ambito, ad esempio, 
dello sviluppo di biosensori.[16] La loro coniugazione a sistemi metallici ha condotto anche allo 
sviluppo di sensori idrosolubili le cui proprietà ottiche e elettroniche possono essere sfruttate per scopi 
di controllo dei processi di rilascio sito-specifici.[17,18] 
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In relazione con alcuni dei suddetti ambiti di applicazione delle ciclodestrine derivatizzate, noi 
abbiamo indagato tramite spettroscopia NMR i fenomeni di riconoscimento molecolare originati da 
selezionate ciclodestrine lipofiliche e idrofiliche. 
Fra le ciclodestrine lipofiliche sono state considerate la octakis(3-O-butanoil-2,6-di-O-pentil)-γ-
ciclodestrina (Lipodex E) (figura I.4) e le (2,3-di-O-acetil-6-O-terz-butildimetilsilil)-α, -β, e -γ-
ciclodestrine (AcSiCD) (figura I.4) di ampia diffusione nel settore gas-cromatografico e utilizzate anche 
per lo sviluppo di sensori capacitivi chirali in determinazioni di purezze enantiomeriche. 
Tra le ciclodestrine idrofiliche abbiamo investigato la eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina  
(β-CDSH) (figura I.4), per il suo interesse nell’ambito della sintesi di nanoparticelle metalliche 
idrosolubili. La 6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina (CD-TyrCOOH) (figura I.4) è 
stata presa in considerazione in vista di un suo possibile impiego nello sviluppo di biosensori per il 
riconoscimento di frammenti peptidici. La carbossimetil-β-ciclodestrina (CMβCD) (figura I.4) è stata 
confrontata alla  
β-ciclodestrina nativa (βCD) in relazione al suo interesse nel settore del trasporto e rilascio controllato 
di farmaci. 
Di tutte le suddette ciclodestrine è stata accuratamente definita la conformazione in soluzione 
impiegando metodi mono e bidimensionali di rilevazione degli effetti NOE oltre a tecniche di misura 
delle velocità di rilassamento mono e biselettivo e metodi di rilevazione della diffusione traslazionale. 
Ne sono stati quindi indagati i fenomeni di complessazione enantioselettiva in soluzioni contenenti 
selezionati substrati chirali (figura I.5). 
 
 
Figura I.4 – Struttura delle ciclodestrine derivatizzate impiegate nel lavoro di tesi 
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Figura I.5 – Struttura dei substrati chirali impiegati nei processi di riconoscimento chirale 
 
 
I Resorc[4]areni chirali 
I resorcareni (o resorcinareni) sono macrocicli di origine sintetica derivati dal resorcinolo (figura 
I.6) la cui struttura è costituita da quattro anelli aromatici legati tra loro in maniera da formare una 
struttura a corona, la quale a sua volta può essere stabilizzata da una rete di legami a idrogeno 
intramolecolari, che si possono formare tra gli ossidrili fenolici, e che conferiscono all’intera struttura 
rigidità e un aspetto di tipo toroidale.[19] 
La presenza dei gruppi ossidrilici di tipo fenolico sul bordo di diametro maggiore (“upper rim”) 
definito dagli anelli aromatici, unitamente alla possibilità di introdurre varie funzionalità sul bordo di 
diametro inferiore (“lower rim”), definito dallo spazio limitato dalle catene laterali R, ha aperto la strada 
alla sintesi di numerosi derivati di resorcareni dotati di ulteriori siti d’interazione.  
 
 
Figura I.6 – Struttura di un generico resorcarene 
 
Da lungo tempo tali composti sono considerati potenzialmente in grado di imitare il 
comportamento degli enzimi (“enzyme mimics”). Questo grazie alla loro caratteristica struttura che da 
un lato può essere resa asimmetrica dalla presenza di opportuni pendagli chirali e dall’altro può 
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contemplare uno o più isomeri conformazionali stabili nei quali gli anelli aromatici del ciclofano, non 
essendo coplanari, danno origine a cavità di forma e dimensioni ben definite.  
Resorcareni chirali da utilizzare in processi enenatioselettivi possono essere infatti ottenuti 
introducendo pendagli chirali i quali, orientandosi opportunamente nello spazio, sono anche in grado 
di generare a loro volta cavità di varia forma e dimensione in dipendenza della loro specifica struttura 
chimica. 
Tra i derivati chirali di resorcareni, in particolare, ammido[4]resorcareni contenenti due gruppi a 
ponte di tipo 1,2-cicloesildiammidici o 1,2-di-fenil-etilendiammidici (R(C)dpeda) sono stati estesamente 
impiegati in studi di riconoscimento chirale di substrati di vario tipo quali amminoacidi, alcaloidi della 
vinca e farmaci antitumorali.[20-22] Le indagini sui meccanismi di riconoscimento molecolare che si 
realizzano in presenza di tali “host” sono generalmente basate sull’analisi, tramite spettrometria di 
massa FT-ICR, della cinetica in fase gassosa della reazione di spostamento che coinvolge un complesso 
resorcarene/biomolecola chirale ed un composto neutro, generalmente 2-butilammina.[20-22] Nel 
presente lavoro di tesi, in particolare, abbiamo condotto un’indagine NMR volta a razionalizzare i 
risultati di studi in fase gassosa riguardanti i complessi formati da due resorc[4]areni enantiomerici 
(R,R)R(C)dpeda ed (S,S)R(C)dpeda con la deossicitidina (figura I.7), i quali presentano reattività assai 
differenziata. 
Al fine di valutare l’eventuale influenza sui processi di aggregazione da parte di variazioni nella 
struttura del substrato chirale, abbiamo indagato anche le caratteristiche dei complessi formati da tali 
resorcareni enantiomerici con alcuni analoghi strutturali della deossicitidina (figura I.7). 
 
 
Figura I.7 – Struttura del resorc[4]arene R(C)dpeda e dei nucleosidi DC, Cit, Ara-C e GCit 
 
 
Gli alcaloidi della China (chinina) 
Gli alcaloidi della China costituiscono una classe di sostanze chirali ampiamente presenti in 
natura,[23] note fin dal XVII secolo in Europa, dove giunsero per opera dei colonizzatori spagnoli di 
ritorno dal sud America. Essi, infatti, scoprirono, nel corso dei loro viaggi, che le popolazioni native 
utilizzavano la corteccia di piante della specie Cinchona, Remija e Ladebergia per curare la malaria, 
estremamente diffusa in tutto il mondo già in quegli anni. Le spiccate proprietà terapeutiche degli 
alcaloidi[24] sono alla base della loro rapida diffusione e del numero elevatissimo di studi e ricerche 
volti ad approfondirne la conoscenza. Tali studi hanno, in particolare, consentito di individuare nella 
chinina il componente della classe principalmente responsabile dell’attività antimalarica[25]  
N
N
O
NH2
HO
HO
DC Cyt Ara-C
OH
N
N
O
NH2
O
HO
HO
OH
N
N
O
NH2
O
HO
HO N
N
O
NH2
O
HO
HO
GCit
F
FH
H
OMeMeO
OMe
OMe
OMeMeO
MeO
MeO
D
A
B
C
O
O
HN
HN
O
O
NH
HN
(S,S)R(C)dpeda
H
 XII 
Sono stati identificati circa 30 composti appartenenti a questa classe di sostanze, ciascuno dei 
quali presenta 5 centri chirali: gli atomi di carbonio C3 e C4 e l’atomo di N, presenti nell’anello 
chinuclidinico, ed i centri C8 e C9. È interessante sottolineare che le configurazioni assolute dei primi 
tre centri di asimmetria sono identiche per tutti gli alcaloidi naturali (figura I.8), mentre quelle dei nuclei 
C8 e C9 variano nella serie.  
La peculiarità di questa classe di derivati è costituita dalla loro multifunzionalità, che li rende 
recettori dotati di molteplici siti attivi e, pertanto, in grado di interagire con composti strutturalmente 
assai differenziati. In particolare: il gruppo ossidrilico sul C9 può dare origine alla formazione di legami 
ad idrogeno; il nucleo chinolinico può stabilizzare, tramite interazioni attrattive π-π, substrati a carattere 
aromatico; il nucleo chinuclidinico, rigido e di natura alifatica, è in grado di esercitare un notevole 
ingombro sterico e contiene un atomo di azoto fortemente basico che può coordinarsi a siti acidi di 
varia natura; il raggruppamento vinilico all’occorrenza può essere opportunamente modificato. La 
presenza di più centri chirali, ovviamente, permette agli alcaloidi della China di prendere parte anche a 
processi di enantiodiscriminazione. Essi costituiscono, infatti, una classe di ausiliari chirali ad ampio 
raggio d’azione. 
È importante sottolineare che la modifica selettiva di uno o più gruppi funzionali tra quelli 
presenti nella struttura di tali alcaloidi ha costituito e costituisce ancora oggi il punto di partenza per la 
sintesi di derivati di efficienza e/o versatilità superiori rispetto a quelle manifestate dagli stessi alcaloidi 
naturali. La sintesi di tali derivati, infatti, può essere realizzata in modo da ottimizzare, modulare ed 
indirizzare le interazioni con il substrato. 
Tra gli alcaloidi della China i più ampiamente studiati ed utilizzati in molteplici settori sono la 
chinina, facilmente reperibile in commercio a basso costo, e la diidrochinina (analogo strutturale della 
chinina avente un sostituente etilico in luogo del gruppo vinilico). La chinina, in particolare, vista la sua 
potente attività antimalarica ha da sempre rivestito un ruolo importantissimo in ambito medico e 
numerosi studi sono stati condotti al fine di valutare se eventuali derivatizzazioni potessero condurre 
all’ottenimento di analoghi strutturali con superiore attività biologica.[26] D’altra parte, l’efficienza e la 
versatilità della chinina e della diidrochinina ne hanno promosso l’impiego in diversi settori della 
chimica quali agenti risolventi chirali (chimici, spettroscopici e cromatografici)[27,1c,1e,28] per diverse 
classi di composti. 
In particolare, in spettroscopia NMR gli alcaloidi della China ed i loro derivati hanno trovato 
numerose applicazioni quali agenti solvatanti chirali (CSA)[27,1c,1e] mentre, in ambito cromatografico, 
il loro ancoraggio alla silice ha permesso di ottenere nuove ed efficienti fasi stazionarie chirali 
(CSP).[28] I derivati della chinina che sono stati più frequentemente impiegati son quelli di tipo 
carbammoilico, ovvero ottenuti per derivatizzazione selettiva della funzionalità ossidrilica o, 
alternativamente, del suo gruppo vinilico, e in letteratura sono presenti pertanto numerosi lavori relativi 
a loro applicazioni sia in spettroscopia NMR[27a-c,1e,1g] che in ambito cromatografico.[28] 
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Figura I.8 - Struttura e stereochimica assoluta dei principali alcaloidi della China 
 
Sempre in ambito cromatografico le CSP di tipo “brush” (“a spazzola”)[29-32] hanno riscosso 
notevole successo in quanto dotate di buone prestazioni dal punto di vista della cinetica di separazione, 
ampia applicabilità, inerzia chimica e termodinamica, compatibilità con le fasi mobili più comunemente 
impiegate. Fasi stazionarie di questo tipo presentano generalmente una distribuzione omogenea del 
selettore chirale sul supporto inerte il quale risulta facilmente accessibile all’analita e le cui molecole si 
ipotizza operino in modo indipendente. Per realizzare fasi stazionarie di tipo “brush” sono stati 
impiegati ausiliari chirali di varia natura, tra i quali derivati di amminoacidi, oligopeptidi, antibiotici 
macrociclici, tutti dotati di alcune caratteristiche strutturali comuni: la presenza di gruppi aromatici in 
grado di dare origine a interazioni di tipo pi-pi e/o gruppi funzionali ammidici, ossidrilici, carbossilici, 
ecc. che possono essere agire quali donatori/accettori di legami ad idrogeno. 
In particolare, tra le varie fasi stazionarie chirali appartenenti a questa classe di CSP, quelle 
ottenute ancorando al supporto inerte selettori di tipo diammidico, quale ad esempio la Chirasil-
Val,[30,32b] si sono rivelate estremamente efficienti nella separazione di amminoacidi e loro derivati, 
ovvero di composti contenenti a loro volta gruppi donatori/accettori di legami ad idrogeno.  
L’esigenza di ottenere selettori sempre più efficienti per la separazione della stessa classe di 
composti ha suggerito di progettare selettori di tipo “misto”, ottenuti combinando composti di vario 
tipo. Sono state così preparate CSP contenenti come selettori calixareni che portano catene laterali di 
tipo diammidico (Chirasil-CalixVal).[31,32a] o fasi binarie contenenti sia un selettore diammidico che 
un selettore di tipo ciclodestrinico (Chirasil-DexVal,…).[30c,32]  
La prospettiva di ottenere selettori sempre più versatili ed efficienti ci ha suggerito di coniugare 
le capacità enantiodiscriminanti degli alcaloidi con quelle di sistemi di tipo diammidico. In particolare, 
sono stati selezionati i due enantiomeri della N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide (figura I.9). 
Abbiamo, quindi, esplorato due diverse vie di coniugazione chinina-selettore diammidico, delle quali la 
prima coinvolge il raggruppamento ossidrilico della chinina (Qn) e la seconda l’azoto chinuclidinico. 
Sono stati così ottenuti quattro selettori chirali, due derivati diastereoisomerici nei quali la catena 
diammidica è stata legata covalentemente al sito C9 della chinina ((S)-QuiPhe covalente e (R)-QuiPhe 
covalente, figura I.9) e due derivati diastereoisomerici di tipo ionico ((S)-QuiPhe ionico e (R)-QuiPhe 
ionico) ottenuti per salificazione dell’azoto chinuclidinico (figura I.9); nei due derivati (S)-QuiPhe 
covalente e (S)-QuiPhe ionico il carbonio chirale presente nella catena diammidica ha configurazione 
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assoluta (S) mentre nei composti (R)-QuiPhe ionico e (R)-QuiPhe ionico tale centro chirale è di 
configurazione assoluta (R). 
I suddetti derivati della chinina sono stati impiegati quali agenti solvatanti chirali per 
spettroscopia NMR in esperimenti di enantiodiscriminazione di α-amminoacidi N-trifluoroacetilati e 
l’influenza della variazione di configurazione assoluta del centro chirale del gruppo derivatizzante 
diammidico nei processi di riconoscimento molecolare è stata accuratamente valutata per le due coppie 
di CSA diastereoisomerici.[33] 
Al fine di razionalizzare i risultati degli esperimenti di riconoscimento molecolare chirale è stato 
anche condotto uno studio NMR in soluzione dei meccanismi d’interazione selettore/substrato chirale. 
 
 
Figura I.9 – Struttura dei derivati (S)- o (R)-QuiPhe covalenti e ionici,  
della chinina e della N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide 
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Capitolo 1: 
Metodi NMR per lo studio 
dei fenomeni di  
riconoscimento molecolare 
 
1.1 Introduzione 
In assenza di equilibri multipli, la formazione in soluzione di un generico complesso 
intermolecolare ABn può essere descritta sulla base dell’equazione 1.1 e, almeno in linea di principio, 
può essere studiata analizzando la variazione di uno qualunque dei parametri NMR che sono sensibili 
alla transizione delle specie A o B dallo stato libero a quello legato, ovvero che ne riflettono il grado di 
complessazione e le transizioni conformazionali e dinamiche che ne conseguono.  
 
  (1.1) 
 
Nella pratica i metodi di indagine NMR, ovvero i parametri NMR più idonei per lo studio dello 
specifico sistema in esame, devono essere di volta in volta adeguatamente selezionati in dipendenza 
non solo dalle caratteristiche strutturali delle specie coinvolte, ma anche del peso molecolare dell’agente 
complessante (selettore) e delle condizioni di scambio rispetto alla scala dei tempi NMR. 
Nella condizione limite di scambio veloce il parametro NMR osservato (POSS) è la media pesata 
dei corrispondenti valori nello stato libero (PL) e complessato (PC) (equazione 1.2, dove xL ed xC sono, 
rispettivamente, le frazioni molari nello stato libero e complessato). 
 
CCLLOSS
xPxPP +=   (1.2) 
 
Nella condizione limite di scambio lento sono potenzialmente misurabili e distinguibili i 
parametri NMR delle specie complessata e non complessata 
 
 
1.2 Metodi NMR per lo studio della conformazione 
 
1.2.1 Dipendenza della costante di accoppiamento vicinale dall’angolo diedro: 
equazione di Karplus 
Uno dei parametri NMR più importanti per studi di tipo conformazionale è costituito dalla 
costante di accoppiamento vicinale (3J) o costante di accoppiamento a tre legami, riferita a due nuclei 
Ha ed Hb appartenenti ad un generico frammento Ha-X1-X2-Hb (figura 1.1). 
L’importanza delle costanti di accoppiamento risiede nella loro dipendenza dall’angolo diedro θ 
individuato dai piani Ha-X1-X2 e X1-X2-Hb (figura 1.1) e, quindi, dalla stereochimica del frammento 
molecolare. 
A + nB          ABn
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L’espressione matematica che lega 3J e θ fu originariamente ricavata da Karplus[1] nella forma 
dell’equazione 1.3.  
 
CcosBcosAJ 23 +θ−θ=  (1.3) 
 
dove 0° ≤ θ ≤ 360° mentre A, B e C sono parametri numerici il cui valore dipende dalla specifica 
natura dei quattro atomi che costituiscono il frammento. 
Dall’andamento di tale funzione, mostrato nel grafico in figura 1.1, risulta evidente che esistono 
quattro possibili valori per l’angolo θ in corrispondenza di ciascun valore della costante di 
accoppiamento 3J. 
 
 
Figura 1.1 – Grafico della dipendenza della costante di accoppiamento vicinale  
dall’angolo diedro 
 
Nell’ambito delle analisi conformazionali l’equazione 1.3 può essere utilizzata in due diversi 
modi: 1) se il frammento considerato è rigido, l’angolo diedro può essere ricavato a partire dal valore 
misurato per la costante 3J, risolvendo l’equazione stessa, altrimenti è comunque possibile calcolare 
l’angolo diedro medio per lo specifico frammento molecolare;  
2) si può calcolare il valore della costante di accoppiamento 3J attesa per conformazioni limite 
caratterizzate da un ben definito angolo diedro ed i valori attesi così ricavati possono essere confrontati 
con quelli misurati sperimentalmente allo scopo di valutare le popolazioni dei diversi conformeri. 
La validità dell’equazione di Karplus è stata verificata sia teoricamente che tramite misure su 
molecole rigide di diversa natura e ciò ha condotto lo stesso Karplus a metterne in evidenza i limiti.[1] 
L’origine di tali limiti è da ricercare nel fatto che l’entità della costante di accoppiamento vicinale 
risente di numerosi altri parametri molecolari oltre all’angolo diedro, quali la natura degli atomi 
costituenti il frammento, le lunghezze di legame, gli angoli di legame, il grado di sostituzione del 
frammento molecolare, l’elettronegatività dei sostituenti, ecc. In particolare, l’effetto 
dell’elettronegatività dei sostituenti presenti nelle immediate vicinanze del frammento Ha-X1-X2-Hb e le 
loro posizioni relative sugli atomi X1 ed X2 hanno un peso notevole nel determinare il valore di 3J, e 
devono entrambi esser necessariamente presi in considerazione quando si vogliono ottenere dati più 
precisi. 
L’impiego di relazioni analoghe a quella formulata da Karplus, in cui i parametri introdotti siano 
stati ottimizzati per specifici frammenti molecolari (nucleotidi, peptidi, ...),[2,3a] permette di ovviare 
almeno in parte ai problemi ed alle limitazioni discussi. 
Sono state comunque derivate anche equazioni più generali, che tengono in considerazione sia la 
dipendenza della costante di accoppiamento dall’angolo diedro che la sua dipendenza 
dall’elettronegatività dei sostituenti presenti.[3] 
 
1.2.2 Interazione dipolare attraverso lo spazio: effetto NOE 
Quando una risonanza nello spettro NMR viene perturbata tramite saturazione o inversione, 
l’intensità di altre risonanze presenti nello spettro può cambiare. Questo fenomeno è chiamato effetto 
0 90 180 270 θ
3JHH’
X1 X2
HbHa
θ
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nucleare Overhauser (NOE)[4] e la sua importanza risiede principalmente nel fatto che le risonanze la 
cui intensità varia, sono originate da spin nucleari che si trovano spazialmente vicini a quello 
direttamente interessato dalla perturbazione.  
Se si indica con I0 l’intensità della risonanza di un nucleo osservato I all’equilibrio e con I 
l’intensità del segnale quando il nucleo S è perturbato, si può definire l’effetto NOE (η) come: 
 
( ) ( )
00I
IIIS −=η   (1.4) 
  
L’effetto nucleare Overhauser trae origine da variazioni nelle popolazioni dei livelli di spin 
nucleari indotte da una particolare forma di rilassamento, il rilassamento dipolo-dipolo. 
Nel caso più semplice di un sistema costituito da due spin nucleari I ed S aventi numero 
quantico di spin ½ (nuclei 1H, 19F,…) sono presenti quattro diversi livelli energetici (figura 1.2).  
 
 
Figura 1.2 - Diagramma dei livelli energetici per un sistema di due spin 
 
Per semplificare la trattazione e poter arrivare ad esprimere l’effetto NOE secondo le equazioni 
di Solomon è necessario fare alcune assunzioni preliminari:  
(a) i due nuclei hanno lo stesso rapporto giromagnetico γ e diverso chemical shift; (b) I ed S 
sono nuclei che appartengono alla stessa molecola ma non sono accoppiati scalarmente (JIS = 0); (c) 
sono trascurabili meccanismi di rilassamento differenti da quello dipolo-dipolo; (d) i due spin sono 
parte di una molecola rigida soggetta ad un moto isotropo (assenza di assi preferenziali di rotazione).  
Riferendosi al diagramma dei livelli energetici riportato in figura 1.2 è da osservare che esistono 
due transizioni che comportano l’inversione simultanea di entrambe gli spin considerati, ovvero, la 
transizione αα↔ββ (a doppio quanto) avente probabilità di trasizione W2IS e la transizione αβ↔βα (a 
zero quanto o flip-flop) associata alla probabilità di transizione W0IS. Queste due transizioni, note 
collettivamente come cammini di rilassamento incrociato, sono alla base della teoria del NOE in 
quanto è grazie ad esse che l’effetto NOE si origina e la perturbazione di uno spin S può influenzare 
l’intensità del segnale originato dallo spin I. 
Da osservare è che tali transizioni (W0IS e W2IS) sono proibite sulla base delle regole di selezione 
e, quindi, non possono essere eccitate direttamente da un impulso a radiofrequenza né causare 
direttamente un segnale rilevabile all’NMR. Esse rappresentano “percorsi” permessi per i processi di 
rilassamento. 
All’equilibrio termico il livello αα è quello maggiormente popolato, seguito da quelli αβ e βα 
aventi essenzialmente la stessa popolazione. L’intensità del segnale originato dagli spin I ed S è 
proporzionale alla somma delle differenze di popolazione, rispettivamente, (Nαα – Nβα)+(Nαβ – Nββ) e  
(Nαα – Nαβ)+(Nβα – Nββ). All’equilibrio l’intensità dei segnali originati dagli spin I ed S, ovvero I0 ed S0, 
sono pertanto identiche.  
Un generico esperimento di NOE consiste nella alterazione delle differenze di popolazione tra 
alcune transizioni al fine di produrre effetti osservabili sui segnali corrispondenti ad altre transizioni.  
Quando, ad esempio, le transizioni dello spin S vengono saturate, le popolazioni delle transizioni 
relative allo spin I vengono alterate della stessa entità, quindi, l’intensità del segnale dello spin I subito 
αβ βα
ββ
αα
W1I
I
S
W1S
.…
....
W1I
W1S
S
I
W2IS
W0IS
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dopo la perturbazione di S non risulta alterata. Le transizioni W1I ed W1S, d’altra parte, sono in grado di 
promuovere esclusivamente un rilassamento spin-reticolo indipendente per i due spin I ed S, 
rispettivamente. Ciò che può influenzare le differenze di popolazione del nucleo I e quindi l’intensità 
del segnale da esso prodotto sono, invece, i processi di rilassamento. Infatti, a seguito della 
perturbazione di S, il sistema non si trova più in una situazione di equilibrio e cerca di ripristinarlo. Se 
in questa situazione si verifica la transizione descritta dalla probabilità W2IS, essa agisce tendendo a 
riportare le popolazioni dei livelli αα e ββ al loro valore di equilibrio e ciò comporta un aumento della 
popolazione del livello αα e una diminuzione della popolazione del livello ββ. Un incremento della 
differenza di popolazione dei livelli relativi al nucleo I, (Nαα - Nβα)+(Nαβ - Nββ), ovvero un incremento 
dell’intensità del segnale da esso prodotto, è così realizzata. 
In modo analogo si può dimostrare che il processo di rilassamento W0IS, che trasferisce 
popolazione da βα ad αβ, genera un aumento della popolazione nel livello più alto di una transizione di 
I e la diminuzione in quello più basso dell’altra, che si traducono in una diminuzione del segnale ad 
esso corrispondente. 
Quindi, se il percorso dominante di rilassamento è W0IS il NOE su I dovuto alla perturbazione 
di S è negativo, se invece prevale il rilassamento tramite la transizione avente probabilità W2IS il NOE 
risultante è positivo. Nel caso in cui i processi di rilassamento W0IS e W2IS si bilanciano l’effetto NOE è 
complessivamente nullo.  
Occorre sottolineare che i processi di rilassamento W0IS e W2IS non avvengono spontaneamente 
a velocità significativa, ma sono stimolati da opportuni meccanismi (vedi il meccanismo dipolo-dipolo), 
che sono a loro volta modulati dai moti molecolari. In particolare il meccanismo W2IS è più probabile 
per molecole piccole in soluzioni non viscose, mentre il meccanismo W0IS è favorito per 
macromolecole o in soluzioni molto viscose. Tale dipendenza può essere descritta tramite funzioni di 
correlazione e di densità spettrale che per motivi di brevità non verranno qui descritte in dettaglio.[4] 
 
Le intensità dei segnali corrispondenti ad I ed S son proporzionali ad IZ ed SZ, ovvero alle 
magnetizzazioni longitudinali macroscopiche dovute, rispettivamente, ai due spin subito prima 
dell’applicazione dell’impulso (situazione di equilibrio). I vettori IZ e SZ sono a loro volta proporzionali 
alla differenza di popolazione tra i livelli del sistema di spin considerato: 
 
ββαββααα −+−= NNNNkIZ   (1.5) 
 
ββαββααα +−+= NNNNkSZ   (1.6) 
 
La variazione di intensità di IZ nel tempo può essere pertanto espressa come riportato 
nell’equazione 1.7. 
 
dt
dN
dt
dN
dt
dN
dt
dN
dt
dI
k Z ββαββααα −+−=   (1.7) 
 
Se si considera poi il modo in cui lo stato αα può incrementare o diminuire la sua popolazione 
(figura 1.2) si ottiene che 
 
tetancosNWNWNWN)WWW(
dt
dN
IS2S1I1IS2S1I1
++++++−= ββαββααα
αα  (1.8) 
dove il valore della costante può essere stimato imponendo dNαα/dt = 0. 
Espressioni del tutto analoghe all’equazione 1.8 possono essere ricavate per gli altri termini che 
compongono l’equazione 1.7 al fine di ottenere una nuova espressione che opportunamente combinata 
con le equazioni 1.5 ed 1.6 consente di ricavare l’equazione 1.9. 
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( ) ( )
IS2I1IS0IS0IS2
0
Z
0
ZZ
WW2WWWS)II( ++−=−  (1.9) 
 
dove IZ0 ≡ I0 e SZ0 ≡ S0. 
Poiché SZ0 = (γS/γI)IZ0 si può anche esprimere l’equazione 1.4 nella forma dell’equazione 1.10: 
 
( )( ) ( )
IS2I1IS0IS0IS2IS
0
Z
0
ZZI
WW2WWWI)II()S( ++−γγ=−=η   (1.10) 
 
La quantità W2IS - W0IS, che descrive la velocità delle transizioni dipolo-dipolo che danno origine 
all’effetto NOE, è comunemente chiamata velocità di rilassamento incrociato ed indicata col termine 
σIS. Il termine W0IS + 2W1I + W2IS, invece, descrive la velocità di rilassamento diretto dello spin I e  
viene di solito indicato come ρIS. Perciò, nel caso da noi considerato di un sistema di due spin identici 
(γS = γI), si può alternativamente indicare l’effetto NOE come rapporto di tali parametri, ovvero: 
 
( ) ρσ=η S
I
  (1.11) 
 
Da notare è che, nel caso di un sistema multi-spin possono essere ricavate equazioni analoghe a 
quelle sopra descritte ma ovviamente più complesse. 
La velocità con cui cambia l’interazione dipolare, considerando le distanze internucleari fisse, 
dipende dal tempo di correlazione molecolare τc.  
Esprimendo, pertanto, le probabilità di transizione relative ai processi di rilassamento dipolo-
dipolo come funzioni dei parametri fisici che governano l’interazione dipolo-dipolo stessa (distanze, 
rapporti giromagnetici,...) e del tempo di riorientamento molecolare τc, nell’ipotesi di moto isotropo, si 
ottengono le equazioni 1.12 ed 1.13. 
 






τ−
τω+
τ
×
=σ
C2
C
2
C
6
IS
IS 41
6
r10
K
  (1.12)  
 

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


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IS
IS 1
3
41
6
r10
K
  (1.13) 
 
dove K è una costante che ingloba parametri che descrivono i fattori fisici dell’interazione, quali i 
rapporti giromagnetici dei nuclei, mentre rIS è la distanza tra gli spin I ed S.  
Sostituendo le equazioni 1.12 e 1.13 nell’equazione 1.11 si ottiene, infine, un’equazione che 
esprime in modo più esplicito la dipendenza dell’effetto NOE dalla la frequenza di Larmor (ω) e dal 
tempo di correlazione riorientazionale (τc) (equazione 1.14). 
 
4
c
42
c
2
4
c
42
c
2
IS 42310
45
τω+τω+
τω−τω+
=η   (1.14) 
 
Per piccole molecole con un valore corto di τc il valore limite di ηmax è pari a +50%. In sistemi 
reali in cui si verificano anche meccanismi di rilassamento diversi da quello dipolo-dipolo (ad es. 
rilassamento quadrupolare, rilassamento spin-spin, rilassamento di anisotropia di chemical shift, 
rilassamento spin-rotazione, ecc.) e competitivi rispetto a quest’ultimo, che si dimostrano tra l’altro 
particolarmente efficienti nella regione dei moti veloci, effetti NOE positivi pari al valore di ηmax sono 
raramente osservati. 
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Per molecole di grandi dimensioni, alle quali corrispondono moti di riorientamento lenti e, 
quindi, elevati valori di τc, il valore limite di ηmax è pari a -100%. Macromolecole biologiche o piccole 
molecole in solventi viscosi appartengono a quest’ultima categoria di sistemi e, pertanto, per esse sono 
usualmente osservati effetti NOE negativi. 
Nella regione dei moti intermedi, nella quale ηmax varia sensibilmente con ωτc, l’effetto NOE 
osservato dipende fortemente sia dalla frequenza operativa dello spettrometro impiegato per la misura 
che dalla velocità di riorientamento molecolare. 
È inoltre da osservare che, se siamo in presenza di molecole non perfettamente simmetriche, i 
vettori internucleari possono avere diversi tempi di correlazione e questo complica la trattazione. Per 
questo motivo, generalmente, si assume di essere in presenza di sistemi che riorientano con moto 
isotropo e, d’altra parte, per la maggior parte delle molecole questa assunzione è fortunatamente 
ragionevole. 
Essendo il motivo principale per lo studio degli effetti NOE quello di ottenere informazioni 
circa la geometria molecolare, appare immediatamente evidente la necessità di estendere le equazioni 
fin qui ricavate ad un sistema multi-spin. In questo modo, infatti, è possibile ricavare la dipendenza 
dell’effetto NOE allo stato stazionario dalla geometria molecolare. Per motivi di brevità tale argomento 
non verrà però qui sviluppato in dettaglio,[4] può comunque risultare utile tener presente che ne deriva 
la possibilità di misurare la distanza tra due nuclei dipolarmente accoppiati. A tal riguardo è necessario 
considerare un sistema a tre spin: il rapporto tra gli effetti NOE da essi reciprocamente generati 
corrisponde, infatti, al rapporto inverso delle seste potenze delle distanze interprotoniche (equazione 
1.15). 
 
( )
( ) 6
AB
6
AC
C
B
r
r
A
A
=
η
η
  (1.15) 
 
Le tecniche bidimensionali più comunemente impiegate per la misura degli effetti NOE sono la 
tecnica 2D NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) e la tecnica 2D ROESY (Rotating-
frame Overhauser Enhancement SpectroscopY). È estremamente importante chiarire, prima di 
descrivere in dettaglio tali tecniche che esse permettono di misurare un effetto NOE transiente e non 
stazionario.  
Se si esegue una presaturazione della risonanza per un breve periodo di tempo durante il quale si 
sviluppa l’effetto NOE e poi si applica un impulso di osservazione, allora quello che si determina è un 
effetto NOE allo stato stazionario.  
Negli esperimenti NOESY e ROESY, invece, la perturbazione del sistema di spin viene 
realizzata tramite rapida applicazione di un impulso e, successivamente, l’effetto NOE ha la possibilità 
di svilupparsi in assenza della perturbazione per un periodo di tempo detto tempo di mixing (∆). In 
esperimenti di NOE transiente, pertanto, l’effetto NOE cresce fino a raggiungere un valore massimo e 
poi decade a zero. 
La sequenza di impulsi che viene applicata quando si eseguono esperimenti 2D NOESY è 
descritta in figura 1.3.  
Il primo impulso a 90° porta le magnetizzazioni sul piano xy sul quale esse evolvono secondo le 
loro caratteristiche frequenze di Larmor. Il grado di evoluzione delle magnetizzazioni dipende dal 
tempo t1 e, quindi, da t1 dipende anche l’intensità delle proiezioni lungo gli assi x ed y delle componenti 
di magnetizzazione. Il secondo impulso porta le componenti My sull’asse -z. L’effetto NOE si sviluppa 
durante il tempo di mixing (∆), ovvero, esattamente quando le componenti di magnetizzazione sono 
sull’asse -z. 
L’effetto NOE influenza le intensità delle magnetizzazioni introducendo, quindi, l’attesa 
dipendenza dell’intensità del segnale di uno spin dalla frequenza angolare di un altro spin, dipendenza 
che è determinata dall’accoppiamento dipolare. 
 7 
Diversamente da quanto descritto nel caso della sequenza NOESY, la tecnica ROESY prevede, 
dopo il tempo di evoluzione t1, che il sistema venga sottoposto all’azione di un campo di SPIN-LOCK 
la cui intensità è dell’ordine dei KHz.  
Il campo di SPIN-LOCK consiste in una serie di impulsi sul piano traverso che influenzano le 
componenti di magnetizzazione in modo tale da portarle ad eseguire il loro moto di precessione non 
intorno all’asse z, ma intorno all’asse del campo di spin-lock, che diventa il loro nuovo asse di 
riferimento rispetto al quale si può instaurare l’interazione dipolare. Il vantaggio che ne consegue sta 
nello sviluppo di effetti ROE (NOE nel sistema di riferimento ruotante) sempre positivi, 
indipendentemente dalle dimensioni della molecola in esame, contrariamente agli effetti NOE che, 
come detto in precedenza, possono essere positivi, negativi o nulli.  
 
 
 
Figura 1.3 – Sequenza di impulsi applicata negli esperimenti 2D NOESY e schema che descrive la corrispondente 
evoluzione del vettore magnetizzazione 
 
 
1.3 Metodi NMR per lo studio della dinamica molecolare 
 
1.3.1 Moti di rotazione: la tecnica di Inversion Recovery per la misura delle velocità di 
rilassamento 
Il vettore magnetizzazione M, risultante delle magnetizzazioni di tutti gli spin nucleari, quando 
sottoposto all’azione di un impulso a radiofrequenza ruota di un angolo θ fuori dall’asse z, che è 
convenzionalmente scelto come asse del campo B0, su cui si trova con la sua intensità di equilibrio 
prima dell’applicazione dell’impulso stesso. Immediatamente dopo l’impulso le componenti di M lungo 
i tre assi possono essere descritte nel modo seguente: Mx = 0; My = M0sinθ; Mz = M0cosθ. 
Come già detto in precedenza, al termine dell’applicazione di un impulso a radiofrequenza 
subentrano due differenti processi che sono responsabili del rilassamento delle componenti parallela e 
perpendicolare della magnetizzazione M fino alla situazione di equilibrio, ovvero, il rilassamento spin-
reticolo ed il rilassamento spin-spin. 
90°x
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Il rilassamento spin-reticolo comporta che la componente residua della magnetizzazione lungo 
l’asse z rilassi al valore originale M0 tramite un processo di decadimento esponenziale caratterizzato da 
un tempo di rilassamento T1. La velocità di rilassamento R1, definita come reciproco del tempo di 
rilassamento spin-reticolo T1, rappresenta la costante di tempo di tale processo di recupero 
all’equilibrio della magnetizzazione longitudinale. 
Il rilassamento spin-spin (trasverso), che deriva dalla ridistribuzione dell’energia tra i nuclei che 
costruiscono il sistema di spin, avviene in un tempo detto T2, durante il quale decade a zero la 
componente di M perpendicolare a B0 (Mxy). Tale processo è generalmente più veloce rispetto al 
rilassamento spin-reticolo (T2 ≤ T1), pertanto, quando il rilassamento è completo lungo l’asse z non 
sono più presenti componenti residue di magnetizzazione sul piano xy. 
L’intensità del momento magnetico nel piano xy decade in modo esponenziale secondo ed in 
accordo all’equazione 1.16. 
 






−=
−
1T
t
0Z
e1MM    (1.16) 
 
Il metodo impiegato per la determinazione del tempo di rilassamento T1 si basa sull’applicazione 
della sequenza di Inversion Recovery (figura 1.4).[4-6] 
Tale sequenza consiste nella iniziale applicazione al sistema di spin di un impulso a 180° che 
produce una inversione della magnetizzazione Mz al valore -M0 (asse -z). Gli spin vengono poi lasciati 
liberi di evolvere per un tempo τ che viene progressivamente incrementato in esperimenti successivi. 
Durante il periodo di tempo τ i nuclei perturbati rilassano e la componente Mz del vettore 
magnetizzazione lungo -z diminuisce.  
 
 
Figura 1.4 – Sequenza Inversion Recovery  
 
Il secondo impulso a 90° ruota il vettore magnetizzazione e lo porta sull’asse y, lungo il quale 
avviene l’osservazione. Il risultato che si ottiene ripetendo quest’ultima operazione per valori di τ 
crescenti è una serie di segnali la cui intensità varia secondo l’andamento descritto dall’equazione 1.17 e 
riportato in figura 1.5. 
 






−=
τ
−
1T0
zz
e21MM   (1.17) 
 
dove Mz è la componente della magnetizzazione lungo z al tempo τ dopo l’impulso a 180°, M0z è il suo 
valore all’equilibrio e T1 è il tempo di rilassamento spin-reticolo. 
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Figura 1.5 – Evoluzione del vettore magnetizzazione durante la sequenza di Inversion Recovery 
 
Dal fitting esponenziale delle intensità della magnetizzazione in funzione dell’intervallo di tempo 
si ottiene il tempo di rilassamento T1. 
In dipendenza dalla modalità con cui vengono perturbati i nuclei, ovvero dal tipo di impulso di 
inversione applicato, si possono avere processi di rilassamento non selettivo o selettivo.  
Nel processo di rilassamento non selettivo la perturbazione (impulso a 180°) viene applicata 
all’intero sistema di spin, ovvero si realizza la loro simultanea inversione. In queste condizioni si misura 
la costante di tempo associata al recupero della magnetizzazione, che viene chiamata tempo di 
rilassamento non-selettivo (T1ns), il cui reciproco è la velocità di rilassamento non-selettivo (R1ns).  
Nei processi di rilassamento selettivo, invece, si applica un impulso a 180° in grado di invertire 
solo lo spin selezionato, lasciando imperturbati tutti gli altri (figura 1.6). Si ottiene in questo modo la 
velocità di rilassamento mono-selettivo (R1ms).  
 
 
Figura 1.6 – Esempio di inversione mono- e biselettiva di uno spin 
 
Per realizzare un’inversione selettiva l’impulso di inversione “hard” è sostituito da un impulso 
“soft” di bassa potenza centrato alla frequenza del nucleo di interesse e generato dallo spettrometro 
tramite un opportuno software.  
Il tempo di rilassamento di un dato protone può variare in modo significativo a seconda delle 
condizioni di misura, ovvero se viene perturbato selettivamete o meno. Le velocità di rilassamento 
selettivo (R1s) e non-selettivo (R1ns), infatti, pur essendo determinate dagli stessi meccanismi di 
interazione intramolecolare 1H-1H di tipo dipolo-dipolo, hanno una differente dipendenza dal prodotto 
ω0τc (dove ω0 è la frequenza di Larmor del nucleo in questione e τc il tempo di riorientamento).  
È possibile inoltre determinare la velocità di rilassamento bi-selettivo di un nucleo i (Rijbs), 
parametro che si misura in condizioni di contemporanea inversione della coppia di nuclei i e j (figura 
1.6). Più precisamente, si segue il ritorno all’equilibrio della magnetizzazione dello spin i nel tempo, 
quando esso viene invertito contemporaneamente allo spin j (figura 1.7).  
 
180°x τ 90°x
90°x
ppm3.63.84.04.24.44.64.85.0
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Figura 1.7 – Recupero della magnetizzazione di due spin in caso di  inversione bi-selettiva  
 
Nel caso più generale di un sistema complesso, ovvero una molecola contenente un numero n di 
nuclei protonici, la velocità di rilassamento R di uno spin I generico è determinata da interazioni 
dipolo-dipolo (DD), spin rotazione (SR), interazioni quadrupolari (Q), interazioni dovute ad 
anisocronia di chemical shift (CSA) ed interazioni di accoppiamento scalare (SC) (equazione 1.18). 
 
...RRRR SRCSADDi +++=   (1.18) 
 
Tra tali contributi assai informativo dal punto di vista dinamico e conformazionale è il 
rilassamento dipolo-dipolo legato all’interazione tra i momenti di dipolo magnetici degli spin nucleari. 
Per una coppia di spin I e J, il contributo al rilassamento totale derivante dall’interazione dipolare è 
infatti correlabile alla distanza che li separa (rij) ed al tempo necessario al vettore ij per riorientare in 
soluzione. 
La velocità di rilassamento longitudinale non selettivo R1ns di un dato nucleo i, interagente con i 
nuclei adiacenti j, può essere descritta come riportato nell’equazione 1.19.[5] La velocità di rilassamento 
mono-selettivo R1ms, ottenuta per inversione selettiva del protone i e lasciando imperturbati gli altri 
nuclei ( j ), è invece descritta dall’equazione 1.20.[5] 
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dove ρij è il parametro di rilassamento diretto e σij il parametro di rilassamento incrociato.  
Alternativamente, le velocità R1ns e R1ms possono essere descritte le equazioni 1.21 e 1.22 dove 
viene esplicitata la loro dipendenza dal tempo di correlazione riorientazionale (τc) della molecola. 
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con ω frequenza di Larmor, γ rapporto giromagnetico e ħ costante di Plank ridotta.  
ppm2.53.03.54.04.55.05.5
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La diversa dipendenza da τc delle velocità di rilassamento selettivo e non selettivo (equazioni 
1.21 e 1.22) giustifica il fatto che comunemente viene scelta l’analisi della prima per lo studio dei 
fenomeni di complessazione che conducono a variazioni delle dimensioni molecolari effettive e quindi 
delle caratteristiche di moto del sistema. Infatti, il punto di forza dei metodi basati sulla determinazione 
della velocità di rilassamento selettivo sta nella favorevole dipendenza dal tempo di correlazione 
riorentazionale.  
Più precisamente, nella regione dei moti veloci (ω2τc2 << 1), tipica di piccole molecole, le 
velocità di rilassamento selettivo e non selettivo tendono entrambe ad aumentare progressivamente 
quando τc cresce, mentre il loro comportamento si differenzia nettamente quando ω2τc2 >> 1, ovvero 
nella regione dei moti lenti, caratteristici di grandi molecole (macromolecole) o di piccole molecole 
“forzate” nella regione dei moti lenti dall’interazione con altre molecole. Si osserva infatti che:  
- R1ns raggiunge un punto di massimo in corrispondenza di ω2τc2 ≈ 1 e successivamente ha un 
andamento decrescente all’aumentare di ω2τc2 (figura 1.8);  
- R1ms subisce un costante incremento all’aumentare di ω2τc2 (figura 1.8).  
Altrettanto importante è osservare come, in condizioni di scambio veloce, le variazioni della 
velocità di rilassamento selettivo R1ms siano rilevabili per le piccole molecole anche quando esse sono 
poste in largo eccesso rispetto ad una macromolecola legante, ovvero, in condizioni in cui la 
percentuale di molecola legata è molto inferiore rispetto a quella della specie libera. Tale osservazione 
ha chiaramente lo scopo di sottolineare l’elevata sensibilità della parametro NMR in esame.  
 
 
Figura 1.8 – Andamento di R1ms e R1ns in funzione di ω2τc2 
 
Informazioni assai utili sui processi di complessazione possono essere infine ricavate dallo 
studio del parametro di rilassamento incrociato σij,[5,7] il quale descrive il trasferimento di 
magnetizzazione tra una coppia di protoni ij. 
Il termine σij è una funzione sia del tempo di correlazione riorientazionale τc del vettore che 
connette i due spin i e j, che della distanza rij tra tali nuclei (equazione 1.23/1.12). 
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dove ω è la frequenza di Larmor e ħ la costante di Plank ridotta. 
L’equazione 1.23 esprime in modo assai chiaro la relazione tra il parametro σij, per una coppia di 
protoni ij a distanza rij, con il tempo di correlazione riorentazionale, che è chiaramente un parametro 
sensibile a variazioni della dinamica molecolare da impiegare quale sonda per i processi di 
complessazione.[5,7]  
L’equazione 1.23, inoltre, assume delle forme particolarmente semplici nei due casi limite di 
moto: nella regione dei moti veloci dove ω2τc2 << 1 si semplifica nella forma dell’equazione 1.24 
mentre nella regione dei moti lenti dove ω2τc2 >> 1 assume la forma dell’equazione 1.25. 
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dove τc il tempo di correlazione riorientazionale, γ il rapporto giromagnetico e ħ la costante di Plank 
ridotta. 
Da un punto di vista sperimentale il parametro di rilassamento incrociato σij può essere 
determinato in modo estremamente semplice tramite misura della velocità di rilassamento longitudinale 
mono- (R1ms) e bi-selettivo (R1bs).[5] Se si descrive la velocità R1bs come riportato nell’equazione 1.26 e 
si tiene conto dell’equazione 1.20, risulta infatti immediatamente evidente che il parametro di 
rilassamento incrociato σij può essere espresso come loro differenza (equazione 1.27). Da un punto di 
vista sperimentale questo corrisponde semplicemente alla misura dei parametri R1ms ed R1bs ed al 
successivo calcolo della loro differenza. 
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L’equazione 1.27 costituisce non solo la base per determinazioni di tipo conformazionale (rij) ma 
anche per investigazioni di tipo dinamico (τc), ovvero: 
- se il termine σij è determinato per una coppia protonica a distanza fissa, è possibile determinare 
il tempo di riorientamento τc di tale coppia protonica che, in condizioni di moto isotropo, è uguale al 
tempo di riorientamento dell’intera molecola.  
- se è stato determinato tramite un metodo indipendente τc è possibile determinare rij e, quindi, 
definire la conformazione del frammento molecolare al quale i protoni i e j appartengono. 
In accordo con le equazioni 1.24 e 1.25, inoltre, nella regione dei moti lenti il parametro di 
rilassamento incrociato è negativo mentre nella regione dei moti veloci è positivo. 
Se è valida l’ipotesi di moto isotropo, infine, ogni molecola avrà lo stesso tempo di correlazione 
riorientazionale e quindi il rapporto dei parametri di rilassamento incrociato per due diverse coppie 
protoniche è correlato al rapporto inverso delle loro distanze secondo l’equazione 1.28:  
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1.3.2 Moti di traslazione: la tecnica NMR DOSY per la misura dei coefficienti di 
diffusione traslazionale 
I moti di diffusione traslazionale costituiscono una delle forme di trasporto più comuni nei 
sistemi chimici e biochimici e per la loro misura un metodo semplice e soprattutto non invasivo è 
messo a disposizione dalla spettroscopia NMR a gradienti di campo impulsati (PFG, pulsed field 
gradient). 
Negli esperimenti NMR DOSY[8] (Diffusion Ordered SpectroscopY), basati sull’analisi e 
visualizzazione dei dati ottenuti proprio tramite tecniche PFG NMR, l’impiego di una sequenza spin-
echo combinata con l’applicazione di impulsi a gradiente di campo magnetico permette di misurare lo 
spostamento degli spin osservati, ovvero, di differenziare molecole o addotti molecolari sulla base del 
loro coefficiente di diffusione (D) e quindi delle loro dimensioni.  
I moti di traslazione misurati negli esperimenti PFG rientrano nella scala dei tempi che va dai 
millisecondi ai secondi, mentre i moti di correlazione riorentazionale dei nuclei, tipicamente 
determinati tramite misure di rilassamento, sono in genere dell’ordine dei pico o nanosecondi.  
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I risultati di misurazioni effettuate impiegando le tecniche NMR PGSE (Pulsed Gradient Spin-
Echo) sono normalmente visualizzati in grafici bidimensionali nei quali una dimensione corrisponde 
alla frequenza e l’altra alla velocità di diffusione (figura 1.9).  
 
 
Figura 1.9 – Esempio di mappa NMR DOSY  
 
La sequenza di impulsi più semplice per la determinazione dei coefficienti di diffusione in 
soluzione è la PFGSE[8] (Pulsed-Field Gradient Spin-Echo, figura 1.10) che comporta l’applicazione di 
un impulso a 90° con lo scopo di proiettare i vettori magnetizzazione, relativi a tutti i nuclei protonici, 
sul piano xy. Su tale piano i vettori magnetizzazione sono soggetti ad un moto di precessione in 
perfetta coerenza di fase, indipendentemente dalla loro posizione rispetto all’asse z.  
Successivamente si applica un primo gradiente di campo lungo l’asse z che provoca una 
variazione di fase degli spin (Φ(z)) proporzionale alla forza del gradiente gZ applicato. Poiché nuclei 
con diversa collocazione spaziale risentono di campi diversi si ottiene in questo modo, durante il 
successivo intervallo di tempo, un defasamento dei vettori magnetizzazione. 
 
 
Figura 1.10 – Sequenza di impulsi PFGSE 
  
La proporzionalità tra la posizione z di uno spin al tempo t e la variazione di fase Φ(z) 
corrispondente è descritta dall’equazione 1.29. 
 
( ) γ=Φ tgz Z   (1.29) 
 
dove γ è il rapporto giromagnetico del nucleo in esame. 
Dopo un tempo pari a ∆/2 viene applicato un impulso a 180° che ha l’effetto di provocare una 
rifocalizzazione dell’evoluzione dei vettori magnetizzazione dovuta al chemical shift. Il secondo 
gradiente viene applicato dopo un intervallo di tempo ∆ rispetto al primo e, successivamente, si 
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registrano i FID. Da osservare è che durante il tempo ∆, che intercorre tra l’applicazione dei due 
gradienti di campo, gli spin hanno la possibilità di diffondere e la distanza z da essi percorsa si può 
esprimere tramite l’equazione generale 1.30:  
 
Dt2z =   (1.30) 
 
dove t è il tempo e D (m2s-1) il coefficiente di diffussione. 
La variazione complessiva di fase dopo il secondo gradiente, sommata sull’intero campione, non 
è nulla e questo produce un’attenuazione dell’intensità del segnale che decade con andamento 
esponenziale. 
Per misurare il coefficiente di diffusione di una data specie è quindi necessario eseguire una serie 
di esperimenti in cui il tempo ∆ viene progressivamente variato. Un aumento di tale parametro, infatti, 
provoca l’attenuazione del segnale.  
Tale procedura ha però due svantaggi: i diversi esperimenti richiedono tempi diversi e il 
contributo del rilassamento T2, che si manifesta quando la magnetizzazione è sul piano trasverso, varia 
da un esperimento all’altro. 
Una sequenza di impulsi che permette di ovviare a tali problemi è la PFGSTE (Pulsed-Field 
Gradient Stimulated-Echo, figura 1.11) nella quale si mantiene costante l’intervallo di tempo ∆ mentre 
viene variata l’ampiezza del gradiente di campo applicato al sistema. In tal modo la durata degli 
esperimenti successivi è la stessa, mentre l’intensità del segnale diminuisce all’aumentare della forza del 
gradiente applicato (figura 1.12). In queste condizioni l’effetto del rilassamento T2 è lo stesso in tutti gli 
esperimenti. 
 
 
Figura 1.11 – Sequenza di impulsi PFGSTE 
 
 
Figura 1.12 – Spettri acquisiti al variare della forza del gradiente 
 
L’equazione 1.31 descrive la diminuzione dell’intensità (I) del segnale in funzione della forza del 
gradiente di campo applicato (g) e del tempo di diffusione (∆).  
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( ) ( )∆−=∆ 20 DgexpI,gI   (1.31) 
 
dove I0 è l’intensità del segnale per g = 0.  
Il valore del coefficiente di diffusione traslazionale si ricava, infine, tramite un fitting 
esponenziale di I(g) in funzione di g2∆. 
La dipendenza del coefficiente di diffusione, un parametro NMR globale che è funzione delle 
dimensioni dell’intera molecola, dal coefficiente di frizione f è espressa dall’equazione di Stokes-
Einstein[8,9] (equazione 1.32): 
 
 
f
KT
D =   (1.32) 
 
dove k è la costante di Boltzman e T la temperatura assoluta. 
Per molecole sferiche è poi possibile esprimere il coefficiente di frizione in funzione del raggio 
idrodinamico RH (equazione 1.33). 
 
 HRcf piη=   (1.33) 
 
dove η è la viscosità della soluzione e c un fattore numerico che può essere approssimato 
a 6[10] quando le dimensioni del solvente sono significativamente inferiori rispetto a quelle delle specie 
in esame, alternativamente tale parametro può essere opportunamente corretto tramite applicazione di 
metodi semiempirici.[10,11]  
La viscosità della soluzione viene generalmente approssimata con quella del solvente ma, nei casi 
in cui la presenza del soluto provoca variazioni della viscosità della soluzioni, è raccomandabile 
impiegare uno standard interno per la viscosità.[12] Molecole sferiche con scarsa o nulla tendenza ad 
interagire con le specie in esame rappresentano adeguati standard interni da impiegare per correzioni 
della viscosità della miscela. A questo scopo, in solventi organici, può essere utilizzato il 
tetrametilsilano (TMS).[12]  
Infine, per molecole per le quali l’approssimazione sferica non è applicabile sono stati sviluppati 
metodi[13] che tengono conto della loro forma. 
In ogni caso è la dipendenza del coefficiente di diffusione dal raggio idrodinamico a renderlo 
una parametro-sonda estremamente sensibile nella rilevazione di processi di complessazione in 
soluzione, che conducono ad un incremento delle dimensioni molecolari effettive. 
 
 
1.4 Metodi NMR per lo studio dei fenomeni di complessazione 
La dipendenza dei parametri NMR dalla concentrazione o dai gradienti di temperatura, 
affiancata a opportuni metodi di analisi dei dati, può essere sfruttata per la determinazione dei 
parametri termodinamici di complessazione.[14] 
A tal proposito è opportuno osservare che lo studio dei parametri che caratterizzano un 
generico equilibrio di complessazione (equazione 1.1), ovvero la stechiometria di legame e la costante 
di associazione, deve necessariamente includere anche la valutazione della tendenza ad autoassociare 
delle specie coinvolte, in quanto gli equilibri di autoassociazione possono competere in modo più o 
meno significativo con quelli di eterocomplessazione.  
 
1.4.1 Determinazione della stechiometria 
Per un generico equilibrio di complessazione di una specie A da parte di n molecole di una 
specie B (equazione 1.1), al quale corrisponde la costante K di formazione del complesso ABn 
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(equazione 1.34), la stechiometria di complessazione può essere determinata applicando il metodo delle 
variazioni continue di Job.[14,15]  
 
[ ] [ ][ ]nn BAABK =   (1.34) 
 
Tale metodo prevede l’analisi di una serie di soluzioni a concentrazione totale costante (CTOT), 
che differiscono solo per il rapporto molare tra i due componenti della miscela (A e B) e che possono 
essere preparate semplicemente miscelando volumi diversi di soluzioni madre di A e B con uguale 
concentrazione molare in modo da mantenere costante il volume totale.  
Viene quindi valutata la dipendenza di un parametro NMR, funzione della concentrazione di 
complesso presente in soluzione, dal rapporto molare tra le due specie A e B. Generalmente come 
parametro per tale tipo di determinazioni si sceglie il chimical shift (δOSS) in quanto esso risente in 
modo drastico delle variazioni di concentrazione del complesso in soluzione (d[ABn]).  
 
Più precisamente, sulla base del generico equilibrio descritto dall’equazione 1.1 è possibile 
esprimere le concentrazioni di equilibrio delle specie [A], [B] ed [ABn] nella forma delle equazioni 1.35-
1.37.  
 
[ ] ( ) [ ]nTOT ABx1CA −−=   (1.35) 
 
[ ] [ ]nTOT ABnxCB −=   (1.36) 
 
[ ] [ ][ ]nn BAKAB =   (1.37) 
 
dove x è la frazione di volume totale della soluzione di B e CTOT la concentrazione totale della 
soluzione.  
In condizioni di scambio veloce per il parametro NMR osservato (chemical shift), l’equazione 1.2 
assume la forma dell’equazione 1.38: 
 
( ) cABnLABnOSS xx1 δ+δ−=δ   (1.38) 
 
dove xAbn rappresenta la frazione molare del complesso nella miscela. La frazione molare all’equilibrio 
delle due specie A e B può esser conseguentemente definita come: 
 
[ ] ( )x1CABx TOTnA −=   (1.39) 
 
[ ] xCABnx TOTnB =   (1.40) 
 
Dalle equazioni 1.38-1.40 si evince quindi chiaramente che il chemical shift osservato è una 
funzione della concentrazione di complesso in soluzione. 
L’equazione 1.38, se opportunamente riscritta, consente di ricavare l’equazione 1.41, dove ∆δOSS 
= δOSS-δL e ∆δC = δC-δL. 
 
CABnOSS x δ∆=δ∆   (1.41) 
 
Combinando l’equazione 1.41 con le equazioni 1.39 ed 1.40 è possibile ricavare per le specie A e 
B, rispettivamente, le espressioni 1.42 ed 1.43: 
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( ) [ ] A
TOT
nA
OSS CC
AB
x1*y δ∆=−δ∆=   (1.42) 
 
[ ] B
TOT
nB
OSS CC
AB
nx*y δ∆=δ∆=   (1.43) 
dove ∆δOSSA e ∆δOSSB corrispondono, rispettivamente, alla differenza tra il chemical shift osservato per 
A e B in miscela (δOSS) e nel composto libero (δL) 
Tenuto conto che x coincide con la frazione molare di B (xB) ed 1-x con quella di A (xA), è 
dimostrabile che l’ascissa del massimo della curva ottenuta riportando in grafico |∆δOSSA (1-xB)| vs xB 
(equazione 1.44, figura 1.13) è direttamente correlata al parametro n (equazioni 1.45 e 1.46) che 
definisce la stechiometria di complessazione relativa all’equilibrio descritto nell’equazione 1.1. 
Un’analogo andamento a campana ha la funzione ottenuta riportando in grafico |∆δOSSB xB| vs xB. 
 
( ) [ ]
B
n
TOT
A
C
B
B
A
OSS
dx
ABd
Cdx
|x1|d δ∆
=
−δ∆
  (∆δCA = δCA - δLA) (1.44) 
 
( )BB x1xn −=   (1.45) 
 
[ ] [ ]ABn =   (1.46) 
 
Figura 1.13 – Grafico di Job 
 
In conclusione, per determinare tramite spettroscopia NMR la stechiometria di complessi 
formati in soluzione da due generici composti A e B è necessario: 1) registrare gli spettri NMR di 
miscele preparate come sopra descritto; 2) analizzare i chemical shift dei nuclei protonici; 3) 
determinare il massimo della funzione ottenuta riportando in grafico |∆δOSSi xi| vs (1-xi) che consente 
di ricavare poi sulla base dell’equazione 1.44 il parametro n. 
D’altra parte, perché il trattamento matematico impiegato sia valido è necessario che siano valide 
alcune assunzioni: a) ogni reagente deve partecipare solamente all’equilibrio di complessazione preso in 
esame (equazione 1.1); b) i reagenti formano un unico complesso di stechiometria definita. 
 
1.4.2 Determinazione delle costanti di autoassociazione[16] 
L’analisi della tendenza ad autoaggregare di una data sostanza rappresenta uno stadio 
preliminare e fondamentale per la scelta delle condizioni sperimentali ottimali da impiegare nello studio 
dei processi di eterocomplessazione.  
La presenza di equilibri di autoassociazione in soluzione può essere valutata tramite analisi degli 
spettri 1H NMR del generico composto A puro in soluzioni progressivamente diluite: quando il 
chemical shift presenta una dipendenza dalla concentrazione di A, la costante di autoassociazione può 
infatti essere determinata. 
La formazione di omoaggregati trimerici o superiori può essere generalmente trascurata in 
soluzioni sufficientemente diluite e, pertanto, un generico equilibrio di dimerizzazione del composto A 
può essere descritto  come segue: 
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
0
10
20
xB
|∆δOSSA(1-xB)|
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  (1.47) 
 
 
In condizioni di scambio veloce, nelle quali l’interconversione tra la specie monomera A e la 
specie dimera A2 è rapida rispetto alla scala dei tempi NMR, è possibile definire il chemical shift del 
nucleo osservato (δOSS) come descritto nell’equazione 1.2 dalla quale si può poi ricavare l’equazione 
1.48. 
 
[ ] [ ]
d
0
2
m
0
ddmmOSS C
A
2
C
A
xx δ+δ=δ+δ=δ   (1.48) 
 
dove δm, xm e δd, xd sono, rispettivamente, il chemical shift e la frazione molare all’equilibrio della 
specie monomera (A) e di quella dimera (A2) mentre C0 =[A] + 2[A2] è la concentrazione totale di A in 
soluzione. 
Conseguentemente, la costante di dimerizzazione (Kd) può essere espressa nella forma 
dell’equazione 1.49 oppure in funzione dei chemical shift delle specie coinvolte nell’equilibrio 
(equazione 1.50) ricavando xm e xd dall’equazione 1.48. 
 
[ ]
[ ] ( )2D0
D
2
2
d
x1C2
x
A
A
K
−
==   (1.49) 
 
( )2OSSd
md
0
mOSS
d C2
K
δ−δ
δ−δδ−δ
=   (1.50) 
 
D’altra parte, l’equazione 1.50 può essere a sua volta riscritta nella forma dell’equazione 1.51 dove è 
esplicitata la correlazione tra la concentrazione totale della soluzione (C0) ed il parametro osservato, 
ovvero il chemical shift. 
 
( )( )
( )2dOSS
mdmOSS
d
0 K2
1
C
δ−δ
δ−δδ−δ
=   (1.51) 
 
Il fitting non lineare dei dati di chemical shift di selezionati protoni in soluzioni 
progressivamente diluite, eseguito sulla base dell’equazione 1.51, fornisce il valore della costante di 
autoassociazione. Quest’ultima può esser poi utilizzata per calcolare la frazione molare di dimero e 
monomero a qualunque concentrazione. 
Nonostante lo studio dei fenomeni di autoaggregazione tramite spettroscopia NMR sia 
tradizionalmente basato su determinazioni di chemical shift, è importante sottolineare che 
recentemente sono stati estesamente impiegati a questo scopo anche i coefficienti di diffusione 
traslazionale (paragrafo 1.4.2),[8a-b,9a,17] parametri estremamente sensibili alla presenza di processi 
che in soluzione conducono a variazioni delle dimensioni molecolari. 
 
1.4.3 Determinazione delle costanti di eteroassociazione[14,18,19] 
La costante di formazione di un generico complesso intermolecolare del tipo ABn (equazione 
1.1), dovuta all’interazione di due specie molecolari diverse A e B, può essere determinata tramite 
spettroscopia NMR scegliendo tra i vari metodi disponibili quello più idoneo al sistema in esame. La 
scelta del metodo da impiegare è di volta in volta determinata essenzialmente da tre fattori:  
a) la stechiometria di complessazione;  
b) la tendenza delle specie A e B ad autoassociare, ovvero la loro tendenza a formare in soluzione 
dimeri, trimeri, ecc.;  
c) le caratteristiche di solubilità dei composti A e B nel solvente impiegato per l’analisi NMR. 
Kd
2A                   A2
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Parametri d’elezione in questo tipo di determinazioni sono in generale i chemical shift e ed i 
coefficienti di diffusione. 
Nei casi in cui le costanti di autoaggregazione sono piccole, è possibile trascurare la presenza dei 
processi di autoassociazione, altrimenti si rende necessario studiare i fenomeni di eterocomplessazione 
considerando la presenza di equilibri multipli in soluzione oppure selezionando le condizioni 
sperimentali d’analisi in cui i fenomeni di autoaggregazione sono sfavoriti (bassa concentrazione della 
specie che tende a dimerizzare in presenza di un’alta concentrazione di agente complessante).  
 
1.4.3.1 Metodo delle diluizioni progressive[14] 
Il metodo delle diluizioni progressive rappresenta un procedimento di applicabilità generale per 
la determinazione delle costanti di eterocomplessazione (equazioni 1.1 e 1.34) in quanto utilizzabile 
indipendentemente dalla stechiometria di complessazione, purché siano opportunamente ricavate le 
equazioni che correlano il parametro NMR osservato, generalmente il chemical shift (δH) o il 
coefficiente di diffusione traslazionale (D), con la concentrazione dei substrati.  
Per un numero adeguato di soluzioni equimolari e progressivamente diluite dei due componenti 
della miscela (A e B) si effettua la registrazione degli spettri 1H NMR e si misurano i chemical shift (δH) 
(o alternativamente i coefficienti di diffusione traslazionale, D). Successivamente si valuta la 
dipendenza di questi ultimi dalla concentrazione C0 dei composti A e B sulla base dell’equazione 1.52 
(o equazione 1.53), ricavata in modo analogo a quanto descritto nel paragrafo precedente ed 
assumendo una stechiometria di complessazione 1 a 1.  
 
( )( )
0
0LC
COSS KC2
KC411 +±δ−δ
+δ=δ   (1.52) 
 
( )( )
OSSC
LCLOSS
0
K
1
C
δ−δ
δ−δδ−δ
=   (1.53) 
 
dove δOSS rappresenta il chemical shift del nucleo selezionato alla concentrazione C0. 
Il fitting non lineare basato su una delle equazioni soprascritte conduce alla determinazione della 
costante di etero-associazione K. 
 
1.4.3.2 Metodo di Foster-Fyfe 
Numerosi sono i metodi per la determinazione delle costanti di complessazione descritti in 
letteratura (metodo di Hanna-Ashbaugh, metodo di Scott, metodo di Foster-Fyfe, ecc.),[14] tutti 
elaborati in modo da permettere il trattamento grafico dei dati NMR sulla base di una opportuna 
relazione lineare tra il chemical shift osservato (δOSS) e la costante di complessazione (K, equazione 
1.34).  
Il metodo Foster-Fyfe,[14,18] derivato da quello precedentemente sviluppato da Benesi ed 
Hildebrand per la spettroscopia ottica,[14,19] è un metodo di applicabilità generale che consente di 
determinare la costante K di formazione di un complesso generico AB una volta nota la stechiometria 
di complessazione che deve essere di tipo 1 a 1 (n = 1).[14]  
Tale metodo prevede l’analisi di un idoneo parametro NMR, generalmente il chemical shift, in 
una serie di miscele contenti uno dei due componenti (A), in concentrazione costante e molto bassa, in 
presenza di eccessi molari crescenti dell’altro (B). 
 
In condizioni di scambio veloce il chemical shift della risonanza osservata (δOSSA) per la specie A 
può essere espresso, in accordo con l’equazione 1.2, come media dei corrispondenti valori nello stato 
libero (δLA) e legato (δCA) pesata sulla base della frazione molare del complesso in soluzione (xAB) 
(equazione 1.54 oppure equazione 1.55). 
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( ) ACABALABAOSS xx1 δ+δ−=δ   (1.54) 
 
A
CAB
A
OSS x δ∆=δ∆   (1.55) 
 
dove ∆δOSSA = δOSSA - δLA e ∆δCA = δCA - δLA.  
La frazione molare di complesso in soluzione può essere espressa come rapporto tra la 
concentrazione di AB e la concentrazione totale di specie A: 
 
[ ]
[ ] [ ]ABA
AB
xAB
+
=   (1.56) 
 
Combinando l’equazione 1.56 con la 1.34 si ottiene poi l’equazione 1.57 che permette di ricavare 
l’espressione 1.58. 
 
[ ]
[ ]BK1
BK
x
AB
+
=     (1.57) 
 
[ ]
[ ]
A
C
A
OSS BK1
BK δ∆
+
=δ∆   (1.58) 
 
Poiché le condizioni sperimentali prevedono di lavorare in presenza di un eccesso della specie B 
rispetto alla specie A, è possibile affermare che la sua concentrazione iniziale ([B]TOT) sia notevolmente 
superiore rispetto a quella del complesso ([AB]) e quindi che [B]=[B]TOT-[AB]≈[B]TOT.  
Se si riscrive, infine, l’equazione 1.58 in modo da esplicitare la dipendenza del chemical shift 
dalla concentrazione del componente presente in eccesso, ovvero B, si ottiene l’equazione 1.59 dalla 
quale, con procedure di fitting lineare, viene determinata la costante di eteroassociazione.  
 
[ ] C
A
OSS
A
TOT
OSS
A
KK
B
δ∆+δ∆−=δ∆   (1.59) 
 
La pendenza della retta ottenuta riportando in grafico (∆δAOSS/[B]TOT) vs ∆δAOSS corrisponde, 
infatti, a K. 
Il limite del metodo Foster-Fyfe è che esso è applicabile, come precedentemente detto, solo in 
caso di complessi aventi stechiometria di legame 1 a 1 e, inoltre, solo in condizioni in cui sono assenti o 
comunque sfavoriti equilibri di tipo diverso rispetto a quelli di eteroassociazione qui considerati. In 
generale, infatti, viene impiegato nei casi in cui uno dei due componenti, ovvero quello utilizzato in 
difetto, abbia forte tendenza ad autoassociare e/o bassa solubilità. 
 
1.4.3.3 Determinazione a singolo punto usando le tecnica NMR DOSY[20] 
La determinazione della costante di eterocomplessazione risulta particolarmente semplice e 
veloce quando il sistema in esame consiste di una piccola molecola (A) interagente con un’altra (B) 
avente dimensioni nettamente superiori alla prima (PMA << PMB). In queste specifiche condizioni, 
infatti, la diffusione della piccola molecola A è controllata dalla diffusione di B, quando le due specie 
interagiscono in soluzione dando origine alla formazione di un complesso. Il coefficiente di diffusione 
nello stato legato di A (DCA) può essere pertanto approssimato al valore del coefficiente di diffusione 
dell’agente complessante (B, DB).[20] 
Come precedentemente descritto (Introduzione), nelle condizioni di scambio valoce il 
parametro NMR osservato (POSS) è la media pesata sulle frazioni molari dei corrispondenti valori nello 
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stato libero (PL) e complessato (PC). Riscrivendo pertanto l’equazione 1.2 per i coefficienti di 
diffusione, si ottiene:  
 
A
c
A
c
A
L
A
LOSS DxDxD +=   (1.60) 
 
dove xLA ed xCA sono, rispettivamente, la frazione molare del composto A nello stato libero e 
complessato, mentre DLA e DCA sono, rispettivamente, i coefficienti di diffusione traslazionale di A 
nello stato libero e complessato.  
Considerando che DLA, DB e DOSS sono tutti parametri direttamente determinabili 
sperimentalmente per analisi NMR DOSY, rispettivamente, di soluzioni di A puro, B puro e di una 
loro miscela, e, se è valida l’ipotesi suddetta (DCA ≈ DB), risulta possibile determinare il valore della 
frazione molare di A nello stato legato (xCA) in accordo con l’equazione 1.61:  
 ( ) ( )ALBALOSSAC DDDDx −−=    (1.61) 
 
Una volta determinata la frazione molare legata è ovviamente possibile calcolare a partire da essa 
la costante di eteroassociazione che, in caso di stechiometria di complessazione 1 a 1, è pari a 
 
( )( )AACBAC
A
C
CxCx1
x
K
−−
=     (1.62) 
 
dove CA e CB sono, rispettivamente, le concentrazioni iniziali di A e B. 
 È importante sottolineare che questo metodo per la determinazione delle costanti di 
eterocomplessazione può risultare poco attendibile quando le costanti hanno valori molto bassi oppure 
molto alti in quanto, nel primo caso il parametro DOSS risulta molto simile a DLA mentre nel secondo 
assume un valore assai simile a DCA (ovvero DB). Pertanto in generale è consigliabile,[21] al fine di 
ottenere risultati accurati, l’utilizzo di questa procedura solo nel range di complessazione compreso tra 
20% e 80%. 
Infine, è da osservare che nelle condizioni di scambio veloce l’equazione 1.60 (ovvero 
l’equazione 1.2) è valida non solo per i coefficienti di diffusione traslazionale ma anche per altri 
parametri NMR, quali i chemical shift o le velocità di rilassamento, ma la caratteristica peculiare dei 
coefficienti di diffusione, che li rende particolarmente adatti all’investigazione dei fenomeni di 
complessazione, è che essi sono parametri globali relativi alla molecola nel suo insieme. Pertanto, nel 
caso dei coefficienti di diffusione è possibile ipotizzare che il parametro nello stato legato sia uguale a 
quello dell’agente complessante (sempre che le due specie interagenti abbiano peso molecolare 
sufficientemente diverso). Tale approssimazione non può mai essere applicata a parametri locali 
(chemical shift o velocità di rilassamento) che sono invece fortemente influenzati da fattori 
stereochimici. 
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Capitolo 2: 
Ciclodestrine derivatizzate 
 
2.1 Introduzione 
Le ciclodestrine sono oligosaccaridi costituiti da 6, 7 o 8 unità di D-glucopiranosio (figura 2.1), in 
conformazione a sedia (4C1), la cui connessione tramite legami 1-4’ α-glicosidici origina una struttura 
ciclica (figura 2.2). La presenza di tre diversi tipi di gruppi ossidrilici, due secondari, rispettivamente 
posti sui siti C2 e C3 (figura 2.1), e uno primario (sito C6), è responsabile delle caratteristiche strutturali 
delle ciclodestrine, che, a loro volta, ne determinano le proprietà di solubilità e complessanti.  
La formazione di una catena di legami a idrogeno tra i gruppi ossidrilici secondari stabilizza, 
infatti, una struttura tridimensionale di tipo tronco-conica (figura 2.2), nella quale si individuano una 
superficie esterna, resa idrofilica dagli ossidrili che si affacciano su di essa, e una superficie interna, 
prevalentemente idrofobica per la presenza degli atomi di idrogeno nelle posizioni C3 e C5 (figura 2.1) e 
degli ossigeni glicosidici. Si vengono così a determinare un bordo largo, sul quale si trovano i gruppi 
ossidrilici secondari, e un bordo stretto sul quale sono situati i gruppi ossidrilici primari.  
In virtù di tali caratteristiche strutturali le ciclodestrine native sono solubili in acqua ed hanno la 
capacità di formare complessi di inclusione con molecole scarsamente solubili in tale solvente. La 
selettività dei processi di inclusione è prevalentemente controllata dalle dimensioni della cavità a 
confronto con le dimensioni della molecola complessata. 
Le ciclodestrine sono chirali e, come tali, possono dar luogo a fenomeni di riconoscimento 
stereoselettivo. Esse sono state, infatti, ampiamente utilizzate quali ausiliari chirali in sintesi 
asimmetrica[1,2] e, in ambito analitico, per la progettazione di sistemi di separazione 
cromatografica[1,3] o come agenti solvatanti chirali per spettroscopia NMR.[1,4] 
 
 
Figura 2.1 – Struttura di un’unità di D-glucopiranosio con numerazione degli atomi di carbonio e dei protoni. 
Rappresentazione della disposizione dei protoni H3 ed H5 di una ciclodestrina. 
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Figura 2.2 – Rappresentazione della struttura tronco-conica delle α, β e γ-ciclodestrine native 
 
Al di là dei possibili impieghi allo stato nativo, le potenzialità delle ciclodestrine sono 
ulteriormente ampliate da un’altra loro peculiarità: i tre gruppi ossidrilici in esse presenti hanno 
reattività assai differente e, quindi, possono essere selettivamente modificati. Ciò ha promosso la 
progettazione di numerosi derivati di ciclodestrine, finalizzata a modularne le caratteristiche di 
solubilità, le proprietà complessanti e, con esse, le possibili applicazioni. 
Sono state sviluppate, infatti, ciclodestrine derivatizzate selettivamente, derivatizzate 
esaustivamente, sistemi con derivatizzazioni differenziate sui tre siti reattivi (OH-2, OH-3 e OH-
6).[1,5] Si possono, comunque, distingure derivati di tipo lipofilico e derivati di tipo idrofilico. 
Le ciclodestrine lipofiliche hanno riscosso notevole successo nell’ambito dello sviluppo di nuove 
procedure di separazione analitica e preparativa basata sul riconoscimento molecolare chemo- e 
stereoselettivo, impiegando tecniche di vario tipo (cromatografia, elettroforesi, ecc.).[3d,6-13] Le 
specifiche caratteristiche dei gruppi derivatizzanti introdotti su di esse, infatti, consentono di ottenere 
selettori solubili in solventi organici e di promuovere fenomeni di complessazione che coinvolgono 
non solo la loro cavità, ma anche i gruppi derivatizzanti stessi. A tale proposito è importante osservare 
che i gruppi derivatizzanti possono anche generare profonde distorsioni della simmetria tronco-conica 
originaria.[14] 
Le ciclodestrine idrofiliche hanno avuto un impatto enorme in ambito biotecnologico. Laddove 
la proprietà da esaltare sia la loro solubilità in acqua, vengono infatti prodotte ciclodestrine con 
raggruppamenti polari, altamente idrosolubili e ad elevato grado di sostituzione, tipicamente random, 
utilizzabili come promotori di solubilizzazione e come sistemi di rilascio e trasporto controllato in 
formulazioni farmaceutiche.[15] Se la proprietà da esaltare è la loro capacità di riconoscimento 
molecolare in ambiente acquoso, allora sono progettate ciclodestrine selettivamente modificate e 
contenenti pendagli polari ionizzabili e, quindi, sensibili al pH o alla presenza di specifici frammenti 
molecolari. In tal modo si ottengono sistemi che possono trovare applicazione nell’ambito, ad esempio, 
dello sviluppo di biosensori.[16] La loro coniugazione a sistemi metallici ha condotto anche allo 
sviluppo di sensori idrosolubili le cui proprietà ottiche e elettroniche possono essere sfruttate per scopi 
di controllo dei processi di rilascio sito-specifici.[17,18] 
In relazione con alcuni dei suddetti ambiti di applicazione delle ciclodestrine derivatizzate, noi 
abbiamo indagato tramite spettroscopia NMR i fenomeni di riconoscimento molecolare originati da 
selezionate ciclodestrine lipofiliche e idrofiliche. 
Fra le ciclodestrine lipofiliche sono state selezionate la octakis(3-O-butanoil-2,6-di-O-pentil)-γ-
ciclodestrina (Lipodex E) (figura 2.3) e le (2,3-di-O-acetil-6-O-terz-butildimetilsilil)-α, -β, e -γ-
ciclodestrine (AcSiCD) (figura 2.3) di ampia diffusione nel settore gas-cromatografico e utilizzate anche 
per lo sviluppo di sensori capacitivi chirali in determinazioni di purezze enantiomeriche. 
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Tra le ciclodestrine idrofiliche abbiamo investigato la eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina  
(β-CDSH) (figura 2.3), per il suo interesse nell’ambito della sintesi di nanoparticelle metalliche 
idrosolubili. La 6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina (CD-TyrCOOH) (figura 2.3) è 
stata presa in considerazione in vista di un suo possibile impiego nello sviluppo di biosensori per il 
riconoscimento di frammenti peptidici. La carbossimetil-β-ciclodestrina (CMβCD) (figura 2.3) è stata 
confrontata alla β-ciclodestrina nativa (βCD) in relazione al suo interesse nel settore del trasporto e 
rilascio controllato di farmaci. 
Di tutte le suddette ciclodestrine è stata accuratamente definita la conformazione in soluzione 
impiegando metodi mono e bidimensionali di rilevazione degli effetti NOE oltre a tecniche di misura 
delle velocità di rilassamento mono e biselettivo e metodi di rilevazione della diffusione traslazionale. 
Ne sono stati quindi indagati i fenomeni di complessazione enantioselettiva in soluzioni contenenti 
selezionati substrati chirali. 
 
 
Figura 2.3 – Struttura delle ciclodestrine derivatizzate impiegate nel lavoro di tesi 
 
 
2.2 Ciclodestrine lipofiliche. Lipodex E/metil-2-cloropropionato vs acqua 
 
2.2.1 Introduzione 
Numerosi sono i derivati di ciclodestrine ad oggi disponibili in commercio che vengono 
ampiamente utilizzati in svariati settori.[1,3] Una delle loro più importanti applicazioni in ambito 
analitico è rappresentata dall’utilizzo quali selettori chirali per la separazione di enantiomeri tramite gas-
cromatografia (GC), cromatografia liquida, elettroforesi capillare, ecc. Ben nota, inoltre, è anche la loro 
potenzialità nei processi di discriminazione chirale tramite spettroscopia NMR, dove sono 
prevalentemente utilizzate come agenti solvatanti chirali, anche se ne è stato riportato l’impiego in 
combinazione con ioni lantanidici paramagnetici.  
La octakis(3-O-butanoil-2,6-di-O-pentil)-γ-ciclodestrina (Lipodex E) (figura 2.4), in particolare, è 
una γ-ciclodestrina esaustivamente derivatizzata[6] recante catene pentiliche sui siti primari e catene 
pentiliche e butanoiliche sui siti secondari, le quali complessivamente ne prolungano la cavità 
idrofobica e la rendono solubile in solvente organico. Nonostante possegga una cavità di grandi 
dimensioni e sia dotata di una notevole flessibilità conformazionale, dovuta all’assenza dei gruppi 
ossidrilici secondari, tale ciclodestrina si è rivelata straordinariamente efficiente e versatile. 
Testimonianza diretta delle sue potenzialità sono i numerosi lavori che ne riportano l’utilizzo sia per la 
realizzazione di fasi stazionarie chirali (CSP) per gas-cromatografia[3d,6-9] che, più recentemente, quale 
selettore per la preparazione di sensori capacitivi chirali.[10,11] 
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Figura 2.4 – Struttura della Lipodex E 
 
È importante sottolineare che, tra le ciclodestrine derivatizzate aventi carattere lipofilico, la 
Lipodex E dispersa in polisilossano moderatamente polare o chimicamente legata al 
poli(dimetilsilossano) (Chirasil-γ-Dex) è uno dei selettori che hanno trovato più vasto impiego in GC, 
in quanto in grado di fornire una risposta estremamente valida al problema della separazione degli 
enantiomeri di substrati di varia natura ed in particolare di molti composti privi di gruppi donatori di 
legame ad idrogeno.[3d] 
L’utilizzo della Lipodex E in GC capillare, così come la procedura relativa alla sua sintesi, furono 
inizialmente descritti da König nel 1989[6a] che ne mise chiaramente in evidenza la eccezionale 
versatilità nella separazione di racemati appartenenti a diverse classi di composti. Amminoacidi e molti 
loro derivati, α- e β-idrossi acidi, alcoli chirali, dioli, trioli, chetoni, acetali biciclici e triciclici, ammine, 
alogenuri alchilici, lattoni e derivati funzionalizzati del ciclopropano furono infatti efficientemente 
separati su una colonna a base di Lipodex E. 
Sulla base di tale risultato sono stati successivamente condotti numerosi studi, generalmente 
eseguiti modificando e modulando le caratteristiche di preparazione/realizzazione delle fasi stazionarie 
a base di Lipodex E,[3d,6-9] i quali hanno fornito risultati sorprendenti. Di particolare interesse sono i 
lavori[7] che descrivono la separazione degli enantiomeri di alcuni eteri alogenati (alotano, isoflurano, 
flurano, desflurano, sevoflurano,…) e loro prodotti di degradazione, di notevole interesse in ambito 
medico quali anestetici fluorurati per inalazione. Sono stati ottenuti valori straordinariamente elevati dei 
fattori di separazione,[7f] sfruttati a livello preparativo allo scopo di ottenere tali substrati in forma 
enantiopura.[7c] Gli ottimi risultati riportati riguardo a quest’ultimo argomento da Schurig[7] hanno 
permesso, ad esempio, sia l’utilizzo della tecnologia a letto mobile simulato (SMB) in GC preparativa 
per la separazione degli enantiomeri dell’enflurano[7d] che la separazione degli enantiomeri di  
1,1,1,3,3-pentafluoro-2-(fluorometossi)-3-metossipropano (composto B) (figura 2.5), un prodotto di 
degradazione dell’anestetico fluorurato sevoflurano, impiegando trasduttori ottici ed elettrici.[7e] 
  
 
Figura 2.5 – Struttura del composto B e di MCP 
 
Nell’ambito dello sviluppo di nuovi metodi basati su sensori capacitivi è stato riportato che 
sensori funzionalizzati con sistemi chirali sono in grado di produrre, in opportune condizioni 
sperimentali, una risposta differenziata per i due enantiomeri di un substrato chirale.[10,11] A tale 
proposito, Hierlemann et al. hanno descritto come, impiegando sensori capacitivi ricoperti da Lipodex 
E disciolta in una matrice di poli(dimetilsilossano) (SE-54), sia stato possibile ottenere per i due 
enantiomeri del metil-2-cloropropionato (MCP, figura 2.5) segnali di diversa intensità[10a] oppure 
segnali di segno opposto.[10b,10c] In presenza dell’enantiomero (R) di MCP è stato sempre 
osservato[10b] un incremento della capacitanza rispetto a quella della matrice, indipendentemente dalla 
concentrazione di substrato impiegata nell’analisi. Nel caso di (S)-MCP, invece, in esperimenti condotti 
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con basse concentrazioni di substrato (20-80 ppm) è stata osservata una diminuzione della capacitanza 
totale del sistema, mentre, in presenza di un eccesso di substrato rispetto alla Lipodex E, essa 
incrementa ma in modo meno marcato rispetto al caso dell’enantiometro (R).  
Poiché il momento di dipolo elettrico ed il coefficiente dielettrico dei due enantiomeri è lo 
stesso, le suddette differenze nella risposta dei sensori sono state inequivocabilmente attribuite a 
differenze nell’interazione dei due enantiomeri di MCP con la ciclodestrina. Si assume, infatti, che 
l’enantiomero (S) di MCP, che è quello che interagisce più fortemente con la Lipodex E, quando 
dosato in bassa concentrazione risenta di un effetto di orientazione da parte della ciclodestrina che 
provoca una diminuzione del coefficiente dielettrico del complesso (S)-MCP/Lipodex E e, quindi, una 
complessiva diminuzione della capacitanza misurata. Il legame tra la Lipodex E e l’enantiomero (R) di 
MCP, invece, non è sufficientemente forte da dar origine a tali effetti di orientazione. 
L’importanza di tale risultato appare immediatamente chiara: avere segnali di segno opposto per 
i due enantiomeri di un substrato chirale permette di determinare in modo definitivo e immediato la 
loro identità tramite misure di capacitanza, se si lavora in condizioni opportune, ovvero in modo da 
non saturare il selettore (Lipodex E). 
Infine, Hierlemann ha recentemente condotto studi preliminari circa l’influenza sui processi di 
riconoscimento molecolare chirale tra MCP e Lipodex E da parte della presenza di tracce di acqua 
(umidità relativa a 30 °C variabile dal 10% al 50%), anche in questo caso in esperimenti con 
microsensori capacitivi chirali analoghi a quelli sopradescritti. Più in particolare, tale indagine ha messo 
in evidenza che: 1) l’acqua è in grado di influenzare positivamente ed in modo significativo 
l’enantiodiscriminazione degli enantiomeri di MCP da parte della Lipodex E; 2) il complesso  
(S)-MCP/Lipodex E sembra essere quello maggiormente sensibile alla presenza di umidità. 
Al contrario, studi condotti parallelamente da Schurig in gas-cromatografia hanno evidenziato 
un effetto totalmente opposto dell’umidità sui processi di enantiodiscriminazione: le tracce di acqua 
conducono piuttosto ad una diminuzione dei fattori di separazione. 
In collaborazione con entrambi i suddetti gruppi di ricerca abbiamo analizzato tramite 
spettroscopia NMR una serie di miscele contenenti la Lipodex E ed il metil-2-cloropropionato in 
presenza ed in assenza di acqua. Una volta verificato che, anche tramite la tecnica NMR si osserva un 
effetto dell’acqua sul processo di enantioriconoscimento, abbiamo condotto un’indagine più ampia e 
dettagliata che ci ha permesso di far luce sulla questione ed i risultati da noi ottenuti sono descritti in 
dettaglio nel paragrafo 2.2.2. 
 
2.2.2 Risultati e Discussione 
L’origine dei processi di enantioriconoscimento di MCP (figura 2.5) da parte della Lipodex E 
(figura 2.4) e l’influenza esercitata dalla presenza di tracce di acqua sull’efficienza enantiodiscriminante 
sono state investigate tramite spettroscopia NMR in soluzione di cicloesano deuterato (C6D12), 
solvente il quale mima al meglio le condizioni gas-cromatografiche. 
A tal fine sono state analizzate varie soluzioni di MCP racemo e Lipodex E ((R)- o (S)-
MCP/Lipodex E = 1:1, 10 mM) contenenti diverse quantità di acqua. L’analisi NMR di dette miscele è 
stata eseguita sia immediatamente dopo l’aggiunta dell’acqua alla miscela preformata 
MCP/ciclodestrina in C6D12 sia dopo un periodo di tempo di alcuni giorni o settimane.  
L’effetto della presenza di tracce di acqua sull’entità della differenziazione dei due enantiomeri di 
MCP è apparso trascurabile, subito dopo l’aggiunta, mentre al trascorrere del tempo è stato osservato 
un notevole aumento della nonequivalenza (∆δ = |δR - δS|, differenza tra i chemical shifts di segnali 
corrispondenti per i due enantiomeri del substrato in presenza dell’ausiliario chirale) (figura 2.7, tabella 
2.1). Tale risultato non è inatteso, tenuto conto della immiscibilità dei solvente deuterato e dell’acqua 
aggiunta. 
Nel campione secco contenente MPC racemo in presenza di un equivalente di Lipodex E la 
nonequivalenza misurata sul protone metinico dei due enantiomeri è pari a 124.2 Hz (figura 2.7a, 
tabella 2.1), valore che aumenta fino a 167.0 Hz in seguito all’aggiunta di 0.6 µl di acqua e lasciando al 
campione la possibilità di equilibrarsi per circa tre settimane (figura 2.7b, tabella 2.1). 
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Sorprendentemente un effetto del tutto analogo è stato osservato per un campione secco esposto 
all’aria per tempi sufficientemente lunghi (figura 2.7c). 
È da evidenziare come in ogni caso le risonanze di (S)-MCP si sono rivelate quelle 
maggiormente sensibili alla presenza di acqua, mentre quelle corrispondenti a (R)-MCP hanno subito 
solamente piccole variazioni anche quando il campione è stato lasciato equilibrare per tempi molto 
lunghi. Un andamento del tutto analogo è stato osservato in miscele contenenti la Lipodex E ed i 
singoli enantiomeri puri del metil-2-cloropropionato.  
È da notare che lo spostamento osservato, in presenza di tracce di acqua, per le risonanze di  
(S)-MCP nello spettro 1H NMR è sempre accompagnato da un progressivo aumento della larghezza di 
riga del segnale stesso e questo si può attribuire ad un corrispondente incremento 
dell’immobilizzazione di tale enantiometro del substrato (guest) nell’interazione con la ciclodestrina 
(host). 
 
 
Figura 2.7 – Regione dello spettro 1H NMR (600 MHz, 10 mM, C6D12, 25 °C)  relativa alla risonanza del protone metinico di 
MCP in miscele equimolari MCP racemo/Lipodex E: a) campione secco;  
b) dopo aggiunta di 0.6 µl e circa 3 settimane di equilibrazione; c) campione secco dopo 1 mese 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Come precedentemente descritto nel capitolo 1, nelle condizioni di scambio veloce il parametro 
NMR osservato rappresenta la media pesata dei corrispondenti valori nello stato libero ed in quello 
legato (equazione 1.2). La nonequivalenza (∆δ = |δR - δS|), pertanto, può trarre origine dalla 
differenziazione termodinamica dei due complessi diastereoisomerici formati in soluzione con 
differente costante di associazione e/o dalla differenziazione stereochimica che influisce sul valore del 
Tabella 2.1 Nonequivalenze (∆δ=|δR - δS|, Hz, 600 MHz, 
C6D12, 10 mM, 25 °C) misurate per i protoni dell’MCP 
racemo in presenza di un equivalente di Lipodex E: a) 
campione secco, b) dopo aggiunta di 0.6 µl di H2O e circa 3 
settimane di equilibrazione, c) campione secco dopo 1 mese, 
d) dopo aggiunta di 10 µl di H2O 
∆δ  
Campione CH MeO Me 
a 124.2 31.4 31.9 
b 167.0 41.2 n.d. 
c 189.1 45.8 47.6 
d 44.4 11.7 11.8 
ppm4.204.254.304.354.404.454.504.554.604.65
ppm4.204.254.304.354.404.454.504.554.604.65
ppm4.204.254.304.354.404.454.504.554.604.65
(S)-CH
(S)-CH
(S)-CH (R)-CH
(R)-CH
(R)-CH
c)
b)
a)
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parametro NMR nello stato legato (PC), parametro che è specifico per ciascun enantiometro del 
substrato chirale  (PLS, PLR).  
Al fine di valutare nel caso dei complessi (R)-MCP/Lipodex E e (S)-MCP/Lipodex E il 
contributo relativo all’enantiodiscrimanzione da parte dei fattori stereochimico e termodinamico sono 
stati misurati i coefficienti di diffusione traslazionale (D, x 1010 m2s-1) e le velocità di rilassamento 
protonico selettivo (RS, s-1) dei due enantiomeri del metil-2-cloropropionato racemo puro ed in miscela 
con la ciclodestrina, sia nel campione secco che in presenza di differenti quantità di acqua (tabella 2.2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
È stata inizialmente misurata la velocità di rilassamento selettivo del protone metinico di  
(R/S)-MCP puro che ha un valore molto basso (0.19 s-1), come atteso, se si considera che siamo in 
presenza di una molecola molto piccola con moto di riorientamento veloce (ω2τc2 « 1). Il coefficiente di 
diffusione traslazionale di (R/S)-MCP puro è stato inoltre determinato, tramite utilizzo della tecnica 
NMR DOSY (capitolo 1), ed è risultato pari a 14.9 x 10-10 m2s-1. In presenza di un equivalente di 
Lipodex E, ma in assenza di acqua, la velocità di rilassamento selettivo del protone metinico di (R)-
MCP cresce al valore di 0.29 s-1, mentre per (S)-MCP si ottiene un valore circa quattro volte superiore 
rispetto a quello misurato per il composto puro (0.47 s-1). D’altra parte, l’interazione con la 
ciclodestrina causa anche una diminuzione del coefficiente di diffusione dei due enantiomeri di MCP, 
diminuzione che è significativamente più marcata per l’enantiomero (S) (tabella 2.2). 
Dati in completo accordo con quelli sopradescritti sono stati ottenuti in miscele contenenti i 
singoli enantiomeri puri dell’MCP e la ciclodestrina. 
Assumendo che il coefficiente di diffusione traslazionale dei due enantiomeri del substrato nello 
stato legato (DC) sia uguale a quello della ciclodestrina (2.1 x 10-10 m2s-1), sono state calcolate, sulla base 
dell’equazione 1.61 (capitolo 1), le frazioni molari dei due enantiomeri del metil-2-cloroporpionato 
nello stato legato (xCR, xCS). Esse sono risultate pari a 0.23 per (R)-MCP e 0.28 per (S)-MCP, ovvero 
poco differenziate nel campione secco (tabella 2.2). 
È interessante notare a questo proposito come la presenza di acqua influenzi solo in modo 
blando i parametri NMR relativi a (R)-MCP, mentre è stata registrata una variazione drasticamente più 
marcata dei parametri NMR corrispondenti all’enantiomero (S). A titolo d’esempio si può considerare 
che nella soluzione addizionata di 0.6 µl di acqua e lasciata equilibrare per circa tre settimane, o 
analogamente nel campione che ha assorbito acqua dall’aria, la velocità di rilassamento selettivo del 
protone metinico di (R)-MCP è aumentata solamente fino al valore di 0.34 s-1 mentre per lo stesso 
protone di (S)-MCP è stata misurata una velocità di rilassamento di 0.58 s-1. I coefficienti di diffusione 
dei due enantiomeri sono anch’essi molto ben differenziati (DR = 11.3 x 10-10 m2s-1 e DS = 9.0 x 10-10 
m2s-1) e riflettono l’incremento delle frazioni molari nello stato legato (xCR = 0.28 e xCS = 0.46). 
Tabella 2.2 Frazioni molari legate (xC), velocità di rilassamento selettivo (RiS, s-1, 600 
MHz, C6D12, 10 mM, 25 °C) e coefficienti di diffusione traslazionale (D, x 10-10 m2s-1) 
di MCP racemo in assenza ed in presenza di un equivalente di Lipodex E: a) campione 
secco, b) dopo aggiunta di 0.6 µl di acqua e circa 3 settimane di equilibrazione, c) 
campione secco dopo un mese, d) dopo aggiunta di 10 µl  di acqua. 
Campione xC RCHS D 
a 0.23 (R) 0.29 (R) 12.0 (R) 
 0.28 (S) 0.47 (S) 11.3 (S) 
b 0.28 (R) 0.34 (R) 11.3 (R) 
 0.46 (S) 0.58 (S) 9.0 (S) 
c 0.18 (R) 0.35 (R) 12.6 (R) 
 0.54 (S) 0.63 (S) 8.0 (S) 
d 0.06 (R) / 14.1 (R) 
 0.22 (S) / 12.1 (S) 
Lipodex E   2.1 
MCP  0.19 14.9 
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Sulla base di tali risultati è possibile affermare che è un forte contributo termodinamico a 
determinare l’incremento osservato nella nonequivalenza, quando nelle miscele MCP/Lipodex E sono 
presenti piccole quantità di acqua. L’interazione di (R)-MCP con la ciclodestrina non è particolarmente 
sensibile alla presenza di acqua mentre, nel caso di (S)-MCP, l’acqua sembra cooperare con la 
ciclodestrina producendo una stabilizzazione del complesso (S)-MCP/Lipodex E.  
In presenza di significative quantità di acqua (10 µL) (tabella 2.1) la nonequivalenza misurata sui 
protoni di MCP in presenza di un equivalente di Lipodex E è nettamente inferiore rispetto a quanto 
osservato per il campione secco. Ciò è da associare ad una minore stabilizzazione di entrambe i 
complessi diastereoisomerici che si traduce in una minore percentuale di substrato legato (tabella 2.2). 
 
Sulla base di tali conclusioni, e con lo scopo di comprendere più a fondo l’influenza dell’acqua 
sul sistema in esame, è stata determinata la conformazione della Lipodex E secca in soluzione di C6D12 
ed è stato ovviamente investigato l’effetto dell’acqua sull’assetto conformazionale della ciclodestrina in 
soluzione.  
La conformazione della Lipodex E secca (10 mM) è stata determinata tramite misura degli effetti 
di interazione dipolare attraverso lo spazio (effetti ROE, capitolo 1) in un campione di ciclodestrina 
pura immediatamente dopo la sua dissoluzione in cicloesano deuterato. 
Dare per assunto che le ciclodestrine derivatizzate mantengano la struttura tronco-conica tipica 
delle ciclodestrine native può portare a conclusioni errate. Gli studi precedentemente riportati in 
letteratura[14] circa la conformazione di α- e β-ciclodestrine derivatizzate, puntualizzano, infatti, la 
presenza di notevoli deviazioni rispetto all’assetto a tronco di cono, principalmente quando sono stati 
introdotti sui siti secondari frammenti privi di gruppi in grado di agire come donatori di legame ad 
idrogeno. Una tale perturbazione della conformazione delle ciclodestrine è stata connessa sia con la 
rotazione attorno ai legami glicosidici che con la parziale deformazione degli anelli glucopiranosidici.  
D’altra parte, le γ-ciclodestrine sono sistemi intrinsecamente più flessibili rispetto alle analoghe 
ciclodestrine contenenti sei o sette unità di glucosio, pertanto è necessario essere più cauti nell’analisi 
delle loro caratteristiche conformazionali.  
Visto il contesto specifico, pertanto, il nostro interesse si è principalmente rivolto a due aspetti:  
1) l’entità della rotazione attorno ai legami glicosidici; 2) la disposizione spaziale delle catene nella 
ciclodestrina relativamente alla superficie esterna ed interna della ciclodestrina stessa.  
Per verificare se la ciclodestrina derivatizzata si trovi effettivamente in una conformazione 
tronco-conica o meno, è necessario procedere ad un’analisi degli effetti ROE intramolecolari. La 
distanza tra i protoni H1 ed H2 non dipende dalla rotazione delle unità glucosidiche attorno al legame 
glicosidico, perciò essa viene presa come distanza di riferimento. Nelle ciclodestrine in cui non c’è 
rotazione attorno al legame glicosidico e la struttura è di tipo tronco-conico, i protoni H1 e H4’ (l’apice 
indica protoni dell’unità adiacente rispetto all’unità considerata) di unità adiacenti sono circa coplanari e 
la distanza H1-H4’ è minore della distanza H1-H2. In tale situazione l’effetto ROE osservato tra i 
protoni H1 ed H4’ è maggiore di quello tra H1 e H2 (figura 2.8a). 
In una ciclodestrina distorta, invece, la rotazione attorno al legame glicosidico allontana i protoni 
H1 e H4’ e, pertanto, la distanza H1-H4’ è attesa maggiore o uguale a quella H1-H2, in dipendenza del 
grado di rotazione, e sarà osservato un ROE H1-H4’ minore o uguale al ROE H1-H2 (figura 2.8b). In 
ciclodestrine ruotate si osservano generalmente anche effetti ROE tra il protone H1 ed i nuclei H3’ e/o 
H5’, che non dovrebbero essere osservati, in quanto i suddetti protoni H3’ e/o H5’ sono localizzati sulla 
superficie interna della ciclodestrina. 
La derivatizzazione può produrre, oltre a rotazione attorno al legame glicosidico, anche presenza 
di unità glucosidiche distorte rispetto alla più comune conformazione a sedia (4C1) (figura 2.9): sono 
riscontrabili conformazioni di tipo skew (OS5) (figura 2.9) che si rivelano grazie all’osservabilità negli 
spettri ROESY di effetti ROE tra i protoni H2 e H3. Tali protoni sono 1,3 diassiali nella conformazione 
a sedia e si trovano in un arrangiamento pseudo-diequatoriale in quella di tipo skew. 
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Figura 2.8 – Unità glucopiranosiche in conformazione (a) non distorta e (b) distorta 
 
 
Figura 2.9 – Unità glucopiranosidica (a) in conformazione skew e (b) in conformazione a sedia  
 
Per quanto riguarda la Lipodex E, l’entità della rotazione attorno al legame glicosidico è stata 
inizialmente efficacemente determinata tramite misure di velocità di rilassamento longitudinale mono e 
biselettivo (capitolo 1), come già riportato in precedenza nella determinazione della distorsione 
conformazionale di ciclodestrine alchilate, benzilate, benzoilate ed acetilate.[14]  
Sono state misurate la velocità di rilassamento monoselettivo del protone H1 (R1ms, 1.75 s-1) e le 
corrispondenti velocità di rilassamento biselettivo (Rbs) ottenute per inversione simultanea dei protoni 
H2 (R12bs) o H4’ (R14’bs) (tabella 2.3). Come differenza tra tali parametri sono stati successivamente 
calcolate le velocità di rilassamento incrociato σ12 e σ14’ (tabella 2.3). Da notare è che i parametri di 
rilassamento incrociato sono negativi, in accordo con il rallentamento del moto di riorientamento della 
ciclodestrina in conseguenza della esaustiva derivatizzazione di tutte le sue unità glucosidiche.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La distanza intra-glucosio di riferimento H1-H2, che non dipende dalla rotazione delle unità 
glucosidiche attorno al legame glicosidico, è stata calcolata a partire dalla corrispondente costante di 
accoppiamento J12 misurata nello spettro 1H NMR e pari a 3.4 Hz. Dal valore della costante di 
accoppiamento vicinale, sulla base dell’equazione di Karplus (equazione 1.3), è stato ricavato l’angolo 
diedro H1-C-C-H2; da questo è stata calcolata la distanza H1-H2 pari a 2.46 Å. Sulla base di tali 
informazioni è stata infine stimata, tramite l’equazione 1.28, la distanza media di 2.39 Å tra il protone 
H1 di una unità glucosidica ed il protone H4’ di quella adiacente. 
In accordo con i valori delle distanze H1-H2 ed H1-H4’ sopra calcolati è stato rilevato un effetto 
ROE H1-H4’ di intensità superiore rispetto all’effetto ROE H1-H2 (figura 2.8a). Questo permette di 
Tabella 2.3 Velocità di rilassamento mono- e biselettivo (Ris e Rijbs, s-1) e parametri di rilassamento 
incrociato (σij = Rijbs - Rims, s-1) della Lipodex E (10 mM, C6D12) 
 Campione secco Campione umido (poca acqua) 
Hi-Hj Rims Rijbs σij  rij Rims Rijbs σij  rij 
H1-H2 1.75 1.44 -0.31 2.46 1.75 1.44 -0.31 2.46 
H1-H4’ 1.75 1.38 -0.37 2.39 1.75 1.43 -0.32 2.44 
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concludere che, nonostante la derivatizzazione esaustiva, la Lipodex E assume mediamente nel tempo 
una conformazione non distorta (struttura tronco-conica).  
Gli effetti ROE osservati tra il protone H1 ed i nuclei H3 ed H5 (figura 2.10a) possono esser 
dovuti a rotazioni attorno al legame glicosidico che si manifestano come conseguenza della elevata 
flessibilità della ciclodestrina. D’altra parte, essendo presenti anche effetti ROE reciproci tra i nuclei H3 
ed H2, del tutto inattesi se si assume che gli anelli glucopiranosidici abbiano tutti la comune 
conformazione a sedia 4C1, è possibile ipotizzare la presenza di alcuni anelli in conformazione di tipo 
skew (OS5) (figura 2.9), nei quali i protoni H3, H2 e H4 risultano invertiti ed in posizione equatoriale, 
come già riportato in precedenza per altre ciclodestrine per-sostituite.[19,14b,14c9,20] In presenza di 
anelli in conformazione OS5, è infatti plausibile che i protoni H3/H5 di una unità in conformazione 
skew si vengano a trovare in prossimità spaziale del protone H1 dell’unità adiacente. 
Da osservare è inoltre che numerose interazioni dipolari sono state rilevate tra i protoni interni 
della ciclodestrina (H3/H5) e quelli delle catene collocate sui siti secondari e primari della stessa (figure 
2.11a e 2.12a); ciò può essere oggetto di diverse interpretazioni tra loro comunque concordanti e 
complementari:  
a) inclusione o parziale inclusione delle catene alchiliche all’interno della cavità della 
ciclodestrina;  
b) la rotazione delle unità glucosidiche può comunque portare le catene ad affacciarsi alla cavità 
della ciclodestrina;  
E’ da osservare che, in un lavoro precedente,[21] basato su dati NMR e calcoli di dinamica 
molecolare, erano già state riportate evidenze circa la auto-inclusione di una delle catene pentiliche 
collocate sui siti primari. 
 
 
 
Figura 2.10 – Spettri 1D ROESY (600 MHz, 10 mM, C6D12, 25 °C) del protone H1  
della Lipodex E secca (a), umida (b) ed in presenza di un equivalente di (S)-MCP (c) o (R)-MCP (d) 
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Figura 2.11 – Spettro 1D ROESY (600 MHz, 10 mM, C6D12, 25 °C) del protone H3  
della Lipodex E secca (a), umida (b) ed in presenza di un equivalente di (S)-MCP (c) o (R)-MCP (d) 
 
 
 
Figura 2.12 – Spettro 1D ROESY (600 MHz, 10 mM, C6D12, 25 °C) del protone H5 
 della Lipodex E secca (a), umida (b) ed in presenza di un equivalente di (S)-MCP (c) o (R)-MCP (d) 
 
Lo stesso tipo di analisi conformazionale è stato successivamente eseguito in un campione di 
Lipodex E, in cicloesano deuterato, dopo aggiunta di piccole quantità di acqua e lasciando alla miscela 
così ottenuta il tempo di equilibrare. 
In presenza di acqua sono state osservate notevoli variazioni dello spostamento chimico di 
risonanze corrispondenti ad alcuni protoni della Lipodex E, così come sono state rilevate differenze 
negli effetti ROE tra nuclei appartenenti alla stessa unità glucosidica o ad unità adiacenti. Le risonanze 
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dei protoni interni H5 e dei nuclei H6 collocati sui siti primari della ciclodestrina, in particolare H6a (il 
protone H6b è parzialmente sovrapposto ad altri segnali), hanno infatti mostrato una marcato 
spostamento ad alte frequenze come conseguenza della presenza di acqua (tabella 2.4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A titolo d’esempio, dopo l’aggiunta di 0.2 µl di acqua e circa 10 ore di equilibrazione si osserva 
uno spostamento della risonanza dei protoni H5 ed H6a ad alte frequenze pari, rispettivamente, a 44.1 
Hz e 29.0 Hz. Il protone H3, collocato sul bordo di diametro maggiore della cavità della ciclodestrina 
risente in misura minore entità della presenza di acqua e la sua risonanza si sposta di 13.2 Hz. Tra i 
protoni esterni, per il nucleo H2 è stato rilevato uno spostamento a basse frequenze di 20.1 Hz, che 
può essere dovuto ad una variazione del suo intorno chimico in conseguenza al riarrangiamento delle 
catene alchiliche piuttosto che ad una interazione diretta con l’acqua.  
L’intensità degli effetti ROE H1-H4’ e H1-H2 (figura 2.10b), nella ciclodestrina in presenza di 
tracce di acqua, diventa comparabile come pure il valore dei corrispondenti parametri di rilassamento 
incrociato, in accordo con un aumento della distanza tra i protoni H1 e H4’ situati su unità glucosidiche 
adiacenti, ovvero con una rotazione attorno ai legami glicosidici (tabella 2.3). Tale tipo di variazione 
conformazionale che segue all’aggiunta di acqua al campione di Lipodex E si riflette molto chiaramente 
anche nella variazione degli effetti ROE originati dai protoni interni H5 and H3. Infatti, le interazioni 
dipolari dei nuclei H5 in corrispondenza dei gruppi metilici terminali delle catene alchiliche non sono 
più presenti (figura 2.12b) e tutti gli effetti ROE originati dal protone H3 in corrispondenza di questi 
ultimi risultano molto meno intensi rispetto a quanto osservato per il campione di ciclodestrina secca 
(figura 2.10b).  
Si può pertanto concludere che l’acqua è inclusa nella cavità della ciclodestrina e, più in 
particolare, visto il significativo deschermo risentito dal protone H5, è possibile assumere che essa si 
collochi nella parte più stretta della cavità stessa. Tale processo deve essere favorito dal fatto che in 
cicloesano si è in ambiente fortemente apolare in cui interazioni tramite legame ad idrogeno tra l’acqua 
inclusa e gli ossigeni glicosidici situati all’interno della ciclodestrina risultano favorite.  
Le variazioni conformazionali rilevate per la Lipodex E in presenza di acqua, che consistono 
nella rotazione delle unità glucosidiche attorno al legame glicosidico (figura 2.10) e nella diminuzione 
del ripiegamento delle catene in direzione della cavità (figure 2.11 e 2.12), possono esser giustificate 
esclusivamente dalla formazione di un complesso acqua/ciclodestrina estremamente forte.  
L’analoga analisi condotta in presenza di un eccesso di acqua rispetto alla Lipodex E fornisce 
risultati in pieno accordo con tali conclusioni (tabella 2.4).  
 
È infine da sottolineare che l’inclusione dell’acqua nella cavità della Lipodex E è stata rilevata, e 
quindi confermata, anche attraverso una procedura completamente diversa. Infatti, poiché la 
ciclodestrina presenta un set di risonanze particolarmente esteso nello spettro 1H NMR, è 
estremamente difficile osservare le risonanze originate dalle piccole quantità di acqua aggiunta o 
assorbita, pertanto, abbiamo deciso di analizzare la ciclodestrina in cicloesano non deuterato e di 
procedere aggiungendo a tale campione piccole quantità di acqua deuterata. L’osservazione delle 
Tabella 2.4 1H NMR chemical shifts (δ, Hz, 600 MHz, C6D12, 10 mM, 25 °C) e variazione dei 
chemical shift (δumido - δsecco, Hz) di selezionati protoni della Lipodex E secca (δsecco) e umida 
(δumido): a) + 0.2 µl H2O e 10 ore di equilibrazione, b) + 10 µl H2O. 
  Campione a (+ 0.2 µl H2O)  Campione b (+ 10 µl H2O) 
Protone δsecco δumido δumido - δsecco δumido δumido - δsecco 
H2 1910.2 1890.1 -20.1 1876.4 -33.8 
H3 3201.4 3214.6 13.2 3225.9 24.5 
H5 2353.4 2397.5 44.1 2430.3 76.9 
H6a 2415.0 2444.0 29.0 2467.0 52.0 
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risonanze 2H NMR ci ha permesso di distinguere in un campione di Lipodex E (10 mM, C6H12) 
contenente 0.4 µl di D2O due segnali, a 10.44 ppm e 8.98 ppm (figura 2.13b).  
Per ulteriore aggiunta di D2O (0.6 µl), l’intensità del segnale a più bassa frequenza è rimasto 
invariata,  mentre quella del segnale a più alte frequenze è progressivamente aumentata, ad indicare che 
la risonanza a 8.98 ppm è da assegnare all’acqua legata mentre l’altra (10.44 ppm) è originata dall’acqua 
non legata (acqua bulk) (figura 2.13a). Per avere un termine di paragone abbiamo anche analizzato lo 
spettro 2H NMR del cicloesano non deuerato contenente le stesse quantità di D2O, ma in assenza della 
ciclodestrina: nello spettro è presente solamente il segnale ad alte frequenze e questo ne conferma 
l’assegnazione all’acqua non legata (figura 2.13c).  
La posizione anomala di questi segnali è probabilmente dovuta al fatto che l’acqua non legata 
non è miscibile con il cicloesano.  
Con la consapevolezza che l’acqua determina variazioni conformazionali nella Lipodex E 
abbiamo infine rivolto nuovamente la nostra attenzione allo studio dell’interazione di questa 
ciclodestrina con l’MCP in soluzioni lasciate equilibrare in presenza di piccole quantità di acqua.  
La presenza di (R)-MCP tende a ridurre l’entità della rotazione degli anelli glucopiranosidici della 
Lipodex E attorno al legame glicosidico (figura 2.10d). In presenza di (S)-MCP, invece, le intensità 
relative degli effetti ROE H1-H4’ e H1-H2 risultano più simili a quelle osservate per la Lipodex E umida 
(figura 2.10c).  
Inoltre, nella miscela (S)-MCP/Lipodex E, il protone H5 della Lipodex E sito nella parte più 
stretta della cavità dà origine ad effetti ROE sui protoni del gruppo metilico del substrato di intensità 
maggiore rispetto a quelli che produce in corrispondenza della risonanza del gruppo metossilico (figura 
2.12c). L’altro protone interno H3 origina, invece, effetto ROE più intenso sul gruppo metossilico di 
(S)-MCP rispetto al metile (figura 2.11c). Questi effetti di interazione dipolare permettono di 
concludere che l’(S)-MCP è profondamente incluso nella ciclodestrina con il gruppo metossilico posto 
verso la parte più stretta della cavità. 
 
 
 
Figura 2.13 – Spettri 2H NMR (C6H12, 92 MHz, 25 °C) di :a) Lipodex E + 1 µl di D2O;  
b) Lipodex E + 0.4 µl di D2O; c) D2O 
 
Non sono state rilevate in nessun caso interazioni dipolari in corrispondenza del protone 
metinico di MCP che, probabilmente, è mediamente situato al centro della ciclodestrina e quindi 
lontano dai protoni di quest’ultima.  
Gli effetti ROE relativi alla miscela (R)-MCP/Lipodex E sono molto simili a quelli sopra 
discussi per l’altro enantiomero del substrato (figure 2.11d e 2.12d), ad indicare che la stereochimica di 
inclusione dei due enantiomeri di MCP nella cavità della Lipodex E è la stessa, ma la loro intensità è 
molto più bassa, come conseguenza della scarsa stabilizzazione termodinamica del complesso formato 
da (R)-MCP con la ciclodestrina. 
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2.2.3 Osservazioni conclusive 
Sulla base dei dati NMR fin qui riportati e discussi è possibile concludere che, in solventi apolari, 
l’enantiomero (S) del metil-2-cloropropionato è profondamente incluso nella cavità della ciclodestrina 
ed il complesso da esso formato è stabilizzato non solo da interazioni idrofobiche di tipo attrattivo con 
la superficie interna della ciclodestrina ma anche, e soprattutto, da interazioni idrofiliche attrattive 
dovute alla formazione di forti legami ad idrogeno con l’acqua, anch’essa profondamente inclusa nella 
cavità della ciclodestrina e posizionata nella parte più stretta di quest’ultima. Pertanto, l’acqua agisce in 
modo sinergico con la ciclodestrina, stabilizzando il complesso (S)-MCP/Lipodex E. Nel caso 
dell’enantiomero (R) del metil-2-cloropropionato, probabilmente a causa di fattori di tipo sterico, è 
minore il contributo delle interazioni attrattive mediate dall’acqua e, quindi, il legame con la 
ciclodestrina risulta più debole e non significativamente influenzato dalla presenza di acqua.  
In presenza di un largo eccesso di acqua rispetto alla ciclodestrina si ha, invece, un minor grado 
di complessazione per entrambe gli enantiomeri di MCP. Ragionevolmente in tali condizioni l’acqua 
satura la cavità della ciclodestrina così ostacolando i processi di inclusione dei substrati enantiomerici. 
Pertanto, i risultati ottenuti in presenza di piccole quantità di acqua sono in accordo con i dati 
derivanti dall’impiego dei sensori capacitivi a base di Lipodex E, mentre i risultati ottenuti in presenza 
di un eccesso di acqua riproducono meglio le condizioni di separazione gas-cromatografica. 
 
 
2.3 Ciclodestrine lipofiliche. La Lipodex E e le ciclodestrine acetilate-
sililate: inclusione vs interazione superficiale 
 
2.3.1 Introduzione 
Le ciclodestrine contenenti gruppi derivatizzanti alchile/alcanoile o silile/alcanoile, quali la  
Lipodex E e le (2,3-di-O-acetil-6-O-terz-butildimetilsilil)-α-, β-, e γ-ciclodestrine (AcSiCD) (figura 2.14), 
costituiscono classi di ausiliari chirali che, come già osservato, hanno contribuito in modo significativo 
allo sviluppo di metodi cromatografici versatili ed efficienti per la determinazione della composizione 
enantiomerica di composti chirali privi di gruppi donatori di legame ad idrogeno.[3d,9,12]  
 
 
Figura 2.14 – Struttura delle ciclodestrine acetilate/sililate (AcSiCD) 
 
 Impiegando una fase stazionaria chirale (CSP) a base di SiAcCD7 (figura 2.14) dispersa in 
polisilossano (PS 86, 20% w/w), è stato infatti riportato [12] un fattore di separazione α estremamente 
alto e pari a 4.1 (T = 30 °C) per i due enantiomeri del composto B (figura 2.5), prodotto di 
degradazione del sevoflurano, anestetico fluorurato. Una separazione tanto efficiente ha permesso di 
impiegare tale CSP per la separazione dei due enantiomeri del composto B in gas-cromatografia 
preparativa.[12] 
Studi NMR successivamente condotti [19] su tale sistema dal gruppo di ricerca nel quale si è 
svolta questa tesi di dottorato hanno poi dimostrato che il composto B, diversamente da quanto si 
possa ipotizzare essendo in presenza di un selettore di tipo ciclodestrinico, non è profondamente 
incluso nella cavità della SiAcCD7. Il risultato di tale studio supporta l’ipotesi che l’inclusione nella 
cavità delle ciclodestrine non costituisca un prerequisito indispensabile per ottenere un’efficiente 
enantiodiscriminazione.[4c,13,19] Probabilmente, nel caso dei complessi formati dagli enantiomeri del 
composto B con SiAcCD7, le interazioni di tipo attrattivo tra gli atomi di fluoro presenti sul substrato 
n
O
RO
OR
OR1
O
R1 =R =
O
Si
But
n = 6 (AcSiCD6), 7 (AcSiCD7), 8 (AcSiCD8)
 39 
ed i gruppi derivatizzanti sililati presenti sui siti primari della ciclodestrina hanno un ruolo di primaria 
importanza nella stabilizzazione dei complessi diastereoisomerici. L’interazione superficiale diventa il 
meccanismo d’interazione preferenziale, a discapito dell’inclusione profonda del substrato nella cavità 
della ciclodestrina stessa. Ciò è in accordo con i risultati ottenuti in gas-gromatografia impiegando 
maltooligosaccaridi lineari acetilati-sililati.[13] 
Più recentemente è stata riportata,[7f] la separazione del composto B su una fase stazionaria 
costituita da Lipodex E disciolta in polisilossano (PS 255, 30% w/w) che ha permesso di ottenere a 26 
°C un fattore di separazione ancora più elevato e pari a 10.6. Questo dato è chiaramente sorprendente 
in quanto non era mai stata ottenuta in precedenza la separazione dei due enantiomeri di un composto 
chirale con così grande efficienza e implica necessariamente la complessazione preferenziale 
estremamente efficiente per uno dei due enantiomeri del substrato ((S)-B). Nello stesso lavoro è stato 
anche messo in evidenza che l’enantioselettività si riduce in modo drastico passando dalla Lipodex E 
alla analoga β-ciclodestrina fino a perdersi completamente quando si impiega l’omologa α-ciclodestrina. 
Se ne conclude [22] la rilevanza dei fenomeni di inclusione, che viene estesa, in modo del tutto 
criticabile, anche al caso delle ciclodestrine sililate-acetilate nei confronti del composto B, in contrasto 
con gli studi spettroscopici precedentemente condotti.[14] 
Andando oltre questa interpretazione semplicistica circa le proprietà complessanti delle 
ciclodestrine derivatizzate, è stato qui condotto uno studio NMR volto a chiarire le caratteristiche 
conformazionali della Lipodex E (paragrafo 2.2.2) così come delle due ciclodestrine AcSiCD8 
(octakis(2,3-di-O-acetil-6-O-terz-butildimetilsilil)-γ-ciclodestrina) e AcSiCD6 (exakis(2,3-di-O-acetil-6-O-
terz-butildimetilsilil)-α-ciclodestrina) (figura 2.14, paragrafo 2.3.2), essendo già ben nota quella di 
AcSiCD7.[19] Allo scopo di valutare il contributo relativo dei processi di inclusione e di interazione 
superficiale con i gruppi derivatizzanti (figura 2.15),[4c] è stata indagata la natura dell’interazione delle 
suddette ciclodestrine con due composti, il composto B e MCP.[23] Il primo è dotato di atomi di 
fluoro che, in linea di principio, possono originare (così come già evidenziato per il sistema composto 
B/AcSiCD7[19]) interazioni attrattive con gli atomi di silicio delle AcSiCD e, quindi, dirigere 
l’interazione verso la superficie esterna del selettore. MCP, privo di nuclei di fluoro, è un composto 
spesso usato in gas-cromatografia come sonda per confrontare il comportamento di fasi stazionarie 
recanti ciclodestrine derivatizzate. Tale studio è stato condotto in cicloesano deuterato in quanto 
solvente che mima al meglio le condizioni gas-cromatografiche. 
 
 
 
Figura 2.15 
 
2.3.2 Risultati e Discussione 
Prima di procedere allo studio del meccanismo di interazione ciclodestrina/substrato è stata 
indagata tramite spettroscopia NMR la conformazione delle ciclodestrine AcSiCD6 e AcSiCD8 e 
confrontata con quella della AcSiCD7[19] e della Lipodex E (paragrafo 2.2.2).  
Sulla base del protocollo di analisi descritto nel paragrafo precedente, è stato possibile 
concludere che tutte e tre le ciclodestrine acetilate-sililate presentano una struttura distorta per 
rotazione attorno alle unità glucosidiche (ROE H1-H4’ ≤ ROE H1-H2) (figura 2.16), che conduce anche 
Inclusione Interazione
superficiale
?
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a vincoli di vicinanza spaziale i protoni dei gruppi metilici legati al silicio ed i nuclei dei gruppi acetile 
collocati sui siti secondari (figura 2.17). Ovvero, i gruppi derivatizzanti presenti sui siti primari e sui siti 
secondari delle AcSiCD vengono a trovarsi in prossimità spaziale come conseguenza di una 
pronunciata rotazione delle unità glucosidiche attorno al legame glicosidico. 
Per tutte e tre le AcSiCD è stato anche osservato un effetto ROE tra i protoni H2 e H3 ad 
indicare che devono essere presenti alcune unità di glucosio in conformazione skew. 
 
 
 
Figura 2.16 – Tracce della mappa 2D ROESY (600 MHz, C6D12, 25 °C, mix = 0.3 s) relative ai protoni H1  
di AcSiCD6 (a), AcSiCD7 (b) e AcSiCD8 (c) 
 
 
 
Figura 2.17 – Tracce della mappa 2D ROESY (600 MHz, C6D12, 25 °C, mix = 0.3 s) relative ai protoni  
dei gruppi metilici legati al silicio di: AcSiCD6 (a), AcSiCD7 (b) e AcSiCD8 (c) 
 
 
Da ricordare è inoltre che, come descritto in dettaglio nel paragrafo precedente, la Lipodex E, a 
differenza delle AcSiCD, assume mediamente nel tempo una struttura tronco-conica non distorta 
analoga a quella delle ciclodestrine native, nella quale la rotazione delle unità glucosidiche attorno al 
legame glicosidico è trascurabile (paragrafo 2.2.2). I suoi protoni H2 ed H3 originano tuttavia un effetto 
ROE reciproco che riflette la deviazione delle unità glucopiranosidiche dalla più comune 
conformazione 4C1 verso assetti di skew (figura 2.11). 
 
L’analisi degli spettri protonici di miscele contenenti quantità equimolari di (R/S)-B e ciascuna 
delle AcSiCD ha messo in evidenza che la ciclodestrina AcSiCD6 non discrimina i due enantiomeri di 
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B e che la discriminazione più efficiente è osservata in presenza della ciclodestrina AcSiCD8 (tabella 
2.5, figura 2.18). 
La differenziazione dei protoni del gruppo metilico di (R/S)-MCP, in miscele equimolari con le 
AcSiCD, è maggiore, invece, in presenza della ciclodestrina acetilata-sililata AcSiCD7 e diminuisce 
drasticamente in miscela con la omologa ciclodestrina costituita da otto unità glucosidiche (AcSiCD8) 
(tabella 2.5, figura 2.18).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.18 – Regioni spettrali (600 MHz, C6D12, 25 °C) corrispondenti alle risonanze dei nuclei del gruppo 
 metossilico del Composto B (60 mM) e dei protoni metilici di MCP (20 mM) in presenza 
 di un equivalente di AcSiCD6, AcSiCD7 o AcSiCD8.  
 
Nel tentativo di razionalizzare tale risultato sono state inoltre eseguite misure DOSY per la 
determinazione dei coefficienti di diffusione traslazionale (capitolo 1) dei due substrati racemi 
(composto B ed MCP) (tabella 2.6), puri ed in miscela equimolare con le tre ciclodestrine acetilate-
sililate, che hanno permesso di determinare le frazioni molari nello stato legato e le costanti di 
formazione dei corrispondenti complessi diastereoisomerici (tabella 2.6), sulla base di determinazioni a 
singolo punto. 
Come riportato in tabella 2.6 la AcSiCD6, pur non essendo in grado di indurre anisocronia nei 
nuclei dei due enantiomeri del Composto B, produce per essi un’elevata frazione molare nello stato 
legato (43%). La frazione molare nello stato legato incrementa passando dalla AcSiCD6 alle omologhe 
ciclodestrine contenenti 7 e 8 unità. Questo ci ha suggerito di normalizzare la frazione molare nello 
stato legato (xC) rispetto al numero n di unità glucosidiche: si ottengono valori piuttosto simili per le tre 
ciclodestrine acetile-sililate (tabella 2.7). Si può pertanto dedurre che la nonequivalenza e la forza 
dell’interazione dipendono, nel caso dei complessi diastereoisomerici (R)- o (S)-B/AcSiCD, dal 
numero di unità glucosidiche che costituiscono la ciclodestrina piuttosto che dalle dimensioni della sua 
cavità. Questo risultato suggerisce pertanto che, in accordo con quanto precedentemente riportato in 
Tabella 2.5 Nonequivalenze (∆δ = |δS – δR|, ppm, 600 MHz, C6D12, 25 °C) 
misurate per selezionati protoni del Composto B (60 mM) e di MCP (20 mM) in 
miscela equimolare con AcSiCD6, AcSiCD7 o  AcSiCD8 
 Composto B (60 mM) MCP  (20 mM) 
 ∆δ ∆δ 
 CH OMe CH Me 
AcSiCD6 0 0   
AcSiCD7 0.111 0.026 0.344 0.147 
AcSiCD8 0.290 0.101 0.042 <0.020 
ppm3.553.603.653.703.753.803.853.903.954.00
O
F F
Me CF3
O F
Me
Cl
OMe
O
∆δ = 0.101 ppm
R
S
RS
1.80 1.751.85 1.70 1. 65 ppm
∆δ = 0.147 ppm
∆δ < 0.020 ppm
AcSiCD6
AcSiCD7
AcSiCD8
R
S
RS
R,S
∆δ = 0.026 ppm
∆δ = 0 ppm
ppm3.63.73.83.94.0
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letteratura,[19] l’interazione superficiale Si-F e non l’inclusione sia il meccanismo d’interazione favorito 
tra il composto B e le AcSiCD. 
Il metil-2-cloropropionato, substrato privo di atomi di fluoro, mostra un comportamento 
completamente diverso rispetto al composto B. Le nonequivalenze misurate in corrispondenza delle 
risonanze dei suoi protoni (tabella 2.5) e la frazione molare legata calcolata in miscele equimolari con le 
AcSiCD (tabella 2.6) sono, infatti, più alte in presenza della AcSiCD7 che non nelle miscele con la 
omologa γ-ciclodestrina. Questo lascia supporre che la nonequivalenza e la forza dell’interazione siano 
da correlare con le dimensioni della cavità della ciclodestrina e che, quindi, nel caso del metil-2-
cloropropionato l’interazione host/guest corrisponda all’inclusione del substrati chirale nella cavità 
della ciclodestrina. 
 
 
Tabella 2.6 Coefficienti di diffusione traslazionale (D, x1010 m2s-1, 600 MHz, C6D12, 25 °C) 
misurati per il composto B (60 mM) e MCP (20 mM) puri (DL) ed in miscela equimolare con 
AcSiCD6, AcSiCD7 o AcSiCD8. Frazioni molari nello stato legato (xC) e costanti di 
eterocomplessazione (K, M-1) 
 Composto B MCP  
 D xC K D xC K 
AcSiCD6 8.23 0.43 22.1    
AcSiCD7 
4.43 (S) 
5.06 (R) 
0.75 (S) 
0.67 (R) 
80.0 (S) 
50.9 (R) 
7.8 (S) 
11.1 (R) 
0.53 (S) 
0.26 (R) 
76.7 (S) 
20.2 (R) 
AcSiCD8 
2.70 (S) 
5.47 (R) 
0.88 (S) 
0.65 (R) 
218.3 (S) 
45.9 (R) 
10.5 (S) 
11.3 (R) 
0.30 (S) 
0.23 (R) 
25.2 (S) 
16.9 (R) 
Composto B 13.24 (DL)      
MCP    14.2 (DL)   
 
 
Tabella 2.7 Frazione molare nello stato legato (xC), relativa al composto B racemo in miscela 
equimolare con AcSiCD6, AcSiCD7 o AcSiCD8, normalizzata rispetto al numero n di unità 
glucosidiche di ciascuna ciclo estrina 
AcSiCD6 (n=6) AcSiCD7 (n=7) AcSiCD8 (n=8) 
(R/S)-B (S)-B (R)-B (S)-B (R)-B 
0.07 0.11 0.10 0.11 0.08 
 
 
L’efficienza della γ-ciclodestrina acetilata-sililata AcSiCD8, è stata infine confrontata con quella 
della Lipodex E in esperimenti di enantiodifferenziazione del metil-2-cloropropionato. 
Dall’analisi degli spettri 1H MNR di miscele equimolari (R/S)-MCP/AcSiCD8 (20 mM) e  
(R/S)-MCP/Lipodex E (10 mM) (figura 2.19, tabella 2.8) è emersa una superiore efficienza 
enantiodiscriminante della Lipodex E rispetto alla AcSiCD8 nei confronti degli enantiomeri di MCP. A 
titolo d’esempio, la Lipodex E produce una differenziazione delle risonanze del protone metinico degli 
enantiomeri di MCP pari a 0.198 ppm, ovvero, circa cinque volte superiore rispetto a quella misurata in 
presenza di AcSiCD8 (0.051 ppm, tabella 2.8).  
Tale risultato appare ancora più significativo se si considera che nel caso della AcSiCD8 i dati 
riportati sono stati ottenuti a concentrazione doppia rispetto a quelli relativi alla Lipodex E.  
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Figura 2.19 – Regioni spettrali (600 MHz, C6D12, 25 °C) corrispondenti alle risonanze dei protoni metinico 
 e metilici di (R/S)-MCP in miscela con un equivalente di Lipodex E (10 mM) o AcSiCD8 (20 mM) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Infine, sono state determinate tramite misura dei coefficienti di diffusione traslazionale (NMR 
DOSY, capitolo 1) le frazioni molari nello stato legato e le costanti di eterocomplessazione per i 
complessi formati dalla Lipodex E con i due substrati (composto B ed MCP) (tabella 2.9).  
L’andamento delle nonequivalenze così come dei parametri di complessazione (tabella 2.9) 
dimostra che nel caso della Lipodex E il meccanismo di interazione deve corrisponde all’inclusione del 
substrato nella cavità della ciclodestrina. Il composto B è più voluminoso rispetto all’MCP e si adatta 
meglio alle dimensioni della sua cavità;  viene pertanto discriminato con maggiore efficienza.  
Questa conclusione è in perfetto accordo con i dati di letteratura, infatti, indagini NMR 
precedenti[22] circa il composto B avevano messo in evidenza che l’enantioselettività e le costanti di 
eterocomplessazione risultano nettamente inferiori in presenza della ciclodestrina β-analoga della 
Lipodex E (eptakis(3-O-butanoil-2,6-di-O-pentil)-β-ciclodestrina). 
Nel caso di MCP sono state invece riportate nonequivalenze più alte (oltre 0.5 ppm) in presenza 
della Lipodex D (una β-ciclodestrina).[8a] 
Ovvero, il composto B si adatta meglio alla cavità di una ciclodestrina di tipo γ mentre il metil-2-
cloropropionato dà origine a complessi più stabili se in presenza di una β-ciclodestrina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 2.8 Nonequivalenze (∆δ = |δS – δR|, ppm, 600 
MHz, C6D12, 25 °C) misurate per i protoni di MCP in 
miscela equimolare con la Lipodex E (10 mM) o con la 
AcSiCD8 (20 mM) 
 Lipodex E AcSiCD8 
 ∆δ ∆δ 
Me 0.051 < 0.020 
CH 0.198 0.042 
MeO 0.050 0.012 
Tabella 2.9 Nonequivalenze (∆δ = |δS – δR|, ppm, 600 MHz, C6D12, 25 °C) misurate per il 
protone metinico del composto B (60 mM) e di MCP (10 mM) in miscela equimolare la Lipodex 
E. Frazioni molari nello stato legato (xC) e costanti di eterocomplessazione (K, M-1) 
 Composto B MCP  
 ∆δ (CH) xC K ∆δ (CH) xC K 
Lipodex E 0.640 
0.93 (S) 
0.71 (R) 
3163.0 (S) 
128.0 (R) 
0.198 
0.32 (S) 
0.22 (R) 
69.2 (S) 
36.2 (R) 
ppm4.14.24.34.44.54.64.7 4.2  ppm4.6 4.4
∆δ = 0.198 ppm
R-CH
S-CH
∆δ = 0.042 ppm
S-CH R-CH AcSiCD8(20mM)
Lipodex
(10mM)
ppm1.7 1.6
∆δ < 0.020 ppm
∆δ = 0.051 ppm
R-MeS-Me
R-MeS-Me
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La misura degli effetti ROE intermolecolari in miscele di ciascuno dei due substrati, il composto 
B o MCP, con le tre ciclodestrine acetilate-sililate o con la Lipodex E ha ulteriormente e 
definitivamente confermato le nostre ipotesi.  
In presenza della Lipodex E si osservano, infatti, effetti ROE tra i protoni H3 ed H5, interni alla 
cavità, ed i nuclei del substrato (figure 2.11, 2.12 e 2.20). Si conferma pertanto che l’inclusione del 
substrato all’interno della cavità dell’host ciclodestrinico Lipodex E rappresenta il meccanismo 
preferenziale di formazione dei complessi diastereoisomerici Lipodex E/MPC (figure 2.11, 2.12) o B 
(figura 2.20). In entrambe i casi l’inclusione del substrato è profonda (vedi paragrafo 2.2.2 e riferimento 
19) ed avviene dalla parte di diametro maggiore della cavità della Lipodex E. In accordo con tale 
meccanismo si giustifica la dipendenza dell’enantioselettività dalle dimensioni della cavità riportata in 
letteratura[22] per la Lipodex E e per la eptakis(3-O-butanoil-2,6-di-O-pentil)-β-ciclodestrina. 
D’altra parte, l’interazione superficiale costituisce il meccanismo di interazione tra le 
ciclodestrine acetilate-sililate ed il composto B (figura 2.21). In questo caso, infatti, la forte affinità 
fluoro-silicio prevale nel processo di complessazione, a discapito dell’inclusione, e quindi è stata 
osservata una dipendenza della forza dell’interazione dal numero di unità glucosidiche della 
ciclodestrina, piuttosto che dal “matching” ottimale delle dimensioni del substrato con quelle della 
cavità. A supporto di questa conclusione è l’osservazione di deboli effetti ROE: a) tra i protoni di B e il 
protone H3 delle AcSiCD (figura 2.21); b) tra i nuclei del substrato e quelli dei sostituenti acetile e silile 
collocati sulla superficie della cicldoestrina (figura 2.21).[19] 
In accordo, per il metil-2-cloropropionato, che non ha atomi di fluoro, tale tipo di interazione 
con i gruppi derivatizzanti delle ciclodestrine acetilate-sililate non è possibile e, quindi, con le AcSiCD, 
come per la Lipodex E, l’inclusione è la via d’interazione favorita. Effetti ROE intermolecolari tra tutti 
i protoni dell’MCP e il nucleo H3 della AcSiCD7 sono stati infatti osservati (figura 2.22), oltre a effetti 
di intensità minore tra i protoni metilici del substrato ed il nucleo H5 della ciclodestrina (figura 2.22). 
Ciò suggerisce, infine, che MCP anche nel caso delle AcSiCD viene incluso dalla parte della cavità 
avente diametro maggiore e sulla quale si affaccia proprio il protone H3. 
 
 
 
Figura 2.20 – Spettri 1D ROESY (600 MHz, C6D12, 25 °C, mix = 0.6 s) relativi ai protoni metilenici  
del composto B in miscela equimolare con la Lipodex E 
 
 
Figura 2.21 – Spettri 1D ROESY (600 MHz, C6D12, 25 °C, mix = 0.6 s) relativi (a) ai protoni metilenici  
e (b) al protone metinico del composto B in miscela equimolare con la AcSiCD8 
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Figura 2.22 – Spettri 1D ROESY (600 MHz, C6D12, 25 °C, 20 mM, mix = 0.3 s) relativi ai protoni (a) H3 e (b) H5  
di AcSiCD7 in miscela equimolare con (R/S)-MCP 
 
 
2.4 Ciclodestrine lipofiliche. Ciclodestrine acetilate-sililate in esperimenti 
di enantioriconoscimento di N-trifluoroacetil α-amminoacidi 
 
2.4.1 Introduzione 
Nell’ambito dello sviluppo di nuovi metodi NMR di determinazione della purezza enantiomerica 
e configurazione assoluta le potenzialità di AcSiCD7 (figura 2.14) quale CSA erano state confrontate 
con quelle di con maltooligosaccardi lineari analogamente derivatizzati, nell’enantiodiscriminazione di 
derivati N-trifluoroacetilati di α-amminoacidi.[24] Abbiamo qui condotto un’analoga indagine NMR 
impiegando quali CSA le due omologhe ciclodestrine AcSiCD6 ed AcSiCD8 (figura 2.14). L’efficienza 
delle tre ciclodestrine acetilate-sililate è stata confrontata al fine di identificare tra esse il selettore più 
efficiente per la differenziazione della classe di composti in esame.[25]  
I substrati chirali analizzati negli esperimenti di enantiodifferenziazione sono i derivati  
N-trifluoroacetilati di α-amminoacidi (NTFA-aa) riportati in figura 2.23, composti caratterizzati dalla 
presenza di un gruppo carbossilico libero, di un gruppo ammidico potenzialmente in grado di agire 
quale donatore di legame ad idrogeno e di atomi di fluoro 19F attivi all’NMR e che quindi 
rappresentano un’ulteriore sonda dei processi di riconoscimento molecolare chirale.  
L’utilizzo di NTFA-aa enantiomericamente arricchiti ha permesso di valutare e paragonare non 
solo l’efficienza dei tre CSA per determinazioni di purezza enantiomerica ma, anche, di valutarne la 
possibilità di impiego in determinazioni empiriche di configurazione assoluta.  
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Figura 2.23 – Struttura dei NTFA-aa. 
 
2.4.2 Risultati e Discussione 
L’evidenza più diretta dell’efficienza del CSA è fornita dall’entità della nonequivalenza  
(∆δ = |δS - δR|), ovvero differenza dei chemical shift di nuclei corrispondenti dei due enantiomeri (δS 
e δR), la quale è stata misurata in miscele equimolari AcSiCD/NTFA-aa  ed alla concentrazione 5 mM. 
Quale solvente di misura è stato impiegato il  CDCl3. 
Negli esperimenti di enantiodiscriminazione 1H NMR la nostra attenzione si è focalizzata in 
particolare sui protoni ammidici degli NTFA-aa in quanto tali nuclei originano una risonanza nella 
regione dello spettro protonico ad alte frequenze (doppietto, 6-8 ppm) e, quindi, in ogni caso ben 
identificabile e non sovrapposta ai segnali originati dai protoni della ciclodestrina.  
Le nonequivalenze misurate sui protoni ammidici di tutti i substrati chirali analizzati (tabella 
2.10), sono risultate massime in miscela con un equivalente di AcSiCD6. Solo nel caso della NTFA-
Ala, la ciclodestrina a otto unità mostra efficienza enantiodiscriminante superiore a quella di AcSiCD6  
(0.300 ppm da confrontare con 0.260 ppm). La ciclodestrina AcSiCD6, infatti, riesce a indurre 
un’elevata anisocronia dei nuclei ammidici di tutti i substrati enantiomerici con corrispondente 
separazione alla linea di base dei segnali associati ai due enantiomeri del substrato (figura 2.24). 
Pertanto, essa può essere in ogni caso impiegata per determinazioni accurate di purezza enantiomerica 
dei substrati in esame, mentre le AcSiCD7 ed AcSiCD8 possono essere utilizzate a tale scopo solo con 
alcuni di essi ovvero nei casi in cui la nonequivalenza misurata sia maggiore o uguale a 0.078 ppm. 
È inoltre da osservare che il legame con le tre ciclodestrine produce in ogni caso un deschermo 
dei protoni ammidici di entrambe gli enantiomeri degli NTFA-aa, deschermo che è tanto maggiore 
quanto più è elevata la nonequivalenza misurata e che può essere giustificato con il coinvolgimento di 
tale nucleo nella formazione di legami ad idrogeno più o meno forti con l’ausiliario chirale.  
 
 
Tabella 2.10 1H NMR (600 MHz, CDCl3, 25 °C) chemical shifts (δ, ppm) e nonequivalenze (∆δ=|δR-δS|, ppm) 
del protone ammidico degli NTFA-aa (5 mM), enantiomericamente arricchiti nell’enantiomero S, in presenza di 
un equivalente di AcSiCD6, AcSiCD7 o AcSiCD8 
 AcSiCD6 AcSiCD7 AcSiCD8 
 δS δR ∆δ δS δR ∆δ δS δR ∆δ 
NTFA-Ala 7.47 7.21 0.260 7.17 7.09 0.078 7.57 7.27 0.300 
NTFA-Met 7.67 7.44 0.230 7.36 7.32 0.046 7.44 7.29 0.150 
NTFA-Nor 7.28 7.03 0.250 6.89 6.87 0.015 7.00 6.89 0.120 
NTFA-Val 7.02 6.93 0.087 6.82 6.79 0.026 6.86 6.80 0.057 
NTFA-Leu 7.33 6.97 0.360 6.78 6.76 0.020 6.85 6.76 0.091 
NTFA-Phe 7.18 6.94 0.240 6.80 6.78 0.020 6.79 6.77 0.019 
 
 
Relativamente ai nuclei 19F è da osservare che, come nel caso dei protoni ammidici, negli 
esperimenti di enantiodiscriminazione la AcSiCD6 si è rivelata più efficiente rispetto alle omologhe  
β- e γ-ciclodestrine (tabella 2.11).  
Ancora una volta nel caso della NTFA-Ala la AcSiCD8 è quella che riesce a indurre una 
maggiore anisocronia dei nuclei in esame. Inoltre, mentre negli esperimenti di enantiodiscriminazione 
1H NMR era sempre stata osservata una nonequivalenza dei protoni ammidici, anche in presenza delle 
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ciclodestrine meno efficienti, per quanto riguarda i nuclei di fluoro nessuna differenziazione è osservata 
nelle miscele NTFA-Leu/AcSiCD7 e NTFA-Leu/AcSiCD7 o AcSiCD8. 
Essendo il segnale originato dai nuclei di fluoro degli NTFA-aa un singoletto, nonequivalenze 
molto basse, come quella misurata nella miscela NTFA-Leu/AcSiCD8 e pari a 0.016 ppm (figura 2.25), 
sono comunque sufficienti ad ottenere una separazione alla linea di base dei segnali corrispondenti ai 
due enantiomeri e, quindi, per eseguire una determinazione accurata della purezza enantiomerica. 
D’altra parte, nello spettro 19F NMR sono osservati solo i segnali corrispondenti al substrato e, 
pertanto, osservando tale nucleo è possibile eliminare anche l’eventuale problema di sovrapposizione 
tra le risonanze del substrato chirale e quelle dovute alla ciclodestrina. 
In presenza delle tre AcSiCD, sia per i nuclei 1H che per quelli 19F, la posizione relativa dei 
segnali dei due enantiomeri nello spettro è sempre la stessa per tutti i substrati e in tutte le miscele 
(figure 2.24 e 2.25), pertanto, è possibile concludere che le tre ciclodestrine acetilate-sililate possono 
essere impiegate non solo in determinazioni accurate di purezza enantiomerica ma anche per 
determinazioni empiriche di configurazione assoluta. 
 
 
 
Figura 2.24 – Regioni spettrali (600 MHz, 25 °C, CDCl3) corrispondenti alla risonanza 
 del protone ammidico degli NTFA-aa puri (5mM) ed in miscela equimolare con le AcSiCD 
 
 
 
 
Infine, per cercare di comprendere l’origine dei processi di riconoscimento molecolare che 
conducono ai risultati appena descritti, sono state eseguite, impiegando la tecnica NMR DOSY 
(capitolo 1), misure dei coefficienti di diffusione traslazionale degli NTFA-aa puri (DL) e di loro 
miscele equimolari con le AcSiCD (tabella 2.12). Per calcolare la frazione molare legata dei due 
enantiomeri del substrato è stato assunto in ogni caso che il coefficiente di diffusione traslazionale degli 
NTFA-aa nello stato legato (DC) sia uguale a quello misurato per la ciclodestrina, ovvero che in 
soluzione la diffusione del complesso diastereoisomerico sia essenzialmente governata da quella del 
solvatante chirale. 
Un rallentamento del moto di diffusione traslazionale degli NTFA-aa è stato sempre osservato 
in presenza delle AcSiCD, come attesa conseguenza della presenza di equilibri di complessazione  
Tabella 2.11 19F NMR (564 MHz, CDCl3, 25 °C) chemical shifts (δ, ppm) e nonequivalenze (∆δ=|δR-δS|, ppm) 
dei nuclei di fluoro degli NTFA-aa (5 mM), enantiomericamente arricchiti nell’enantiomero S, in presenza di un 
equivalente di AcSiCD6, AcSiCD7 o AcSiCD8 
 AcSiCD6 AcSiCD7 AcSiCD8 
 δS δR ∆δ δS δR ∆δ δS δR ∆δ 
NTFAAla -12.31 -12.35 0.042 -12.30 -12.34 0.045 -12.30 -12.35 0.050 
NTFAMet -12.17 -12.22 0.042 -12.20 -12.25 0.056 -12.22 -12.25 0.026 
NTFANor -12.20 -12.23 0.034 -12.25 -12.26 0.007 -12.22 -12.25 0.031 
NTFAVal -12.13 -12.16 0.032 -12.18 -12.19 0.011 -12.15 -12.18 0.027 
NTFALeu -12.19 -12.23 0.037 -12.26 -12.26 0 -12.24 -12.26 0.016 
NTFAPhe -12.32 -12.36 0.036 -12.38 -12.38 0 -12.38 -12.38 0 
NTFA-Ala NTFA-PheNTFA-Met NTFA-Val
AcSiCD6
AcSiCD7
AcSiCD8
ppm6.756.856.957.05ppm7.307.457.60
S
S
S R
R
R
ppm6.806.957.10
S
S
S R
R
R
ppm7.07.27.47.6
S
S
S
R
R
R
S,R
S R
S R
S R
S,R S,RS,R
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NTFA-aa/AcSiCD in soluzione. Inoltre, la diminuzione del coefficiente di diffusione è sempre più 
pronunciata per l’enantiomero (S) degli NTFA-aa, ovvero quello che risulta anche spostato a valori più 
alti di chemical shift, che deve pertanto essere quello che si lega più fortemente alle AcSiCD.  
Essendo però i valori dei rapporti xCS/xCR tutti molto simili e circa uguali ad 1 è possibile 
concludere che il contributo principale alle significative nonequivalenze misurate (tabella 2.10 e 2.11) 
deve essere costituito dalla differenziazione stereochimica dei due complessi diastereosiomerici  
(R)-NTFA-aa/AcSiCD e (S)-NTFA-aa/AcSiCD, piuttosto che dalla loro differente stabilità 
termodinamica. 
 
 
 
Figura 2.25 - Regioni spettrali (564 MHz, 25 °C, CDCl3) corrispondenti alla risonanza dei nuclei di fluoro degli  
NTFA-aa puri (5mM) ed in miscela equimolare con le AcSiCD 
 
 
Tabella 2.12 Coefficienti di diffusione (D, 1010 m2s-1) misurati per le tre AcSiCD6, AcSiCD7 e 
AcSiCD8 pure (600 MHz, CDCl3, 25 °C, 5 mM) e per gli NTFA-aa (564 MHz, CDCl3, 25 °C, 5 
mM) in assenza (DL) ed in presenza di un equivalente di AcSiCD6, AcSiCD7 o AcSiCD8. Rapporto 
delle frazioni molari nello stato legato dei due enantiomeri del substrato (xCS/xCR) 
   AcSiCD6 AcSiCD7 AcSiCD8 
 DL  D xCS/xCR D xCS/xCR D xCS/xCR 
NTFAAla 12.33 
(S) 
(R) 
8.57 
8.80 
1.1 
9.34 
9.69 
1.1 
8.09 
8.24 
1.0 
NTFAMet 10.10 
(S) 
(R) 
7.60 
7.75 
1.1 
7.90 
8.55 
1.4 
7.90 
8.80 
1.7 
NTFANor 10.92 
(S) 
(R) 
8.22 
8.41 
1.1 
9.28 
9.38 
1.1 
8.85 
9.34 
1.3 
NTFAVal 11.04 
(S) 
(R) 
8.71 
8.75 
1.0 
9.55 
9.75 
1.2 
9.24 
9.78 
1.4 
NTFALeu 10.53 
(S) 
(R) 
7.93 
8.35 
1.2 
8.92 
8.92 
1.0 
8.81 
9.18 
1.3 
NTFAPhe 9.98 
(S) 
(R) 
7.50 
7.63 
1.1 
8.39 
8.39 
1.0 
8.54 
8.54 
1.0 
AcSiCD6 4.19        
AcSiCD7 3.93        
AcSiCD8 3.72        
 
 
ppm-12.30-12.15
AcSiCD6
NTFA-Ala
NTFA-Met
NTFA-Nor
NTFA-Val
NTFA-Leu
NTFA-Phe
ppm-12.30-12.15
∆δ = 0.036
∆δ = 0.037
∆δ = 0.032
∆δ = 0.034
∆δ = 0.042
∆δ = 0.042
S R
S
R
S
S
S
S
R
R
R
R ∆δ = 0.050
∆δ = 0
∆δ = 0
∆δ = 0.011
∆δ = 0.007
∆δ = 0.056
∆δ = 0.045 S
S
S
R
R
R
S,R
S,R
S R
AcSiCD7 AcSiCD8
ppm-12.30-12.15
∆δ = 0.026
∆δ = 0.031
∆δ = 0.027
∆δ = 0.016
∆δ = 0 S,R
S R
S
S
S
S
R
R
R
R
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2.5 Ciclodestrine idrofiliche. La eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina: 
sintesi, caratterizzazione strutturale e proprietà complessanti di 
nanoparticelle di oro solubili in acqua 
 
2.5.1 Introduzione 
Le proprietà uniche delle nanoparticelle metalliche (M-NPs) rendono conto dell’enorme 
interesse che esse attraggono nell’ambito delle scienze dei materiali, della catalisi così come in 
biomedicina.[17] Le applicazioni biotecnologiche come recettori artificiali, sistemi di trasporto di 
farmaci o biosensori, si basano essenzialmente sul fine controllo delle loro dimensioni e sulle 
caratteristiche di solubilità. Per questo motivo, numerosi lavori a carattere interdisciplinare sono stati 
dedicati allo sviluppo di metodi efficienti e riproducibili per controllare la formazione e la crescita di 
nanoparticelle metalliche idrosolubili.  
Le nanoparticelle di oro (Au-NPs), in particolare, sono dotate di un notevole potenziale in 
biomedicina come conseguenza della loro elevata stabilità e delle favorevoli proprietà ottiche ed 
elettroniche.[18] L’aggregazione supramolecolare con composti come le ciclodestrine permette anche 
di ottenere sistemi solubili in acqua, nei quali le proprietà quali biosensori sono coniugate al trasporto e 
rilascio controllato di farmaci. È infatti riportata in letteratura[26] la coniugazione di nanoparticelle di 
oro (ottenute per via chimica) con la eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina (β-CDSH) (figura 2.26), 
dove l’affinità tra zolfo ed oro viene sfruttata per produrre sistemi solubili in acqua. 
 
 
Figura 2.26 – Struttura della β-CDSH, della 2’-deossicitidina e del β-GluSNa 
 
Un’alternativa estremamente promettente alle più classiche procedure chimiche per la sintesi di 
nanoparticelle metalliche è costituita dalla Metal Vapour Synthesis (MVS).[27] La tecnica MVS si basa 
sulla co-condensazione di vapori metallici e di un solvente organico debolmente coordinante sulle 
pareti di un reattore raffreddato alla temperatura dell’azoto liquido. Durante la successiva fase di 
riscaldamento della matrice solida, costituita dal metallo e dal solvente, fino alla temperatura di 
isolamento, hanno luogo la nucleazione e la crescita delle particelle metalliche. È proprio in tale fase 
che si ha la formazione di nanoparticelle metalliche stabilizzate dal solvente organico (Solvated Metal 
Atoms, SMA) e solubili nell’eccesso del solvente stesso. Applicando tale procedura possono essere 
ottenute nanoparticelle metalliche molto piccole (diametro < 5 nm) e le cui dimensioni possono essere 
accuratamente controllate e selezionate agendo su opportuni fattori sperimentali (tipo di solvente, 
concentrazione di metallo, temperatura di conservazione,…) che si sono rivelati in grado di influenzare 
i processi di aggregazione degli atomi metallici.[28,29] 
Le notevoli potenzialità della tecnica MVS nel controllo delle dimensioni delle nanoparticelle ci 
hanno spinto ad investigarne l’applicabilità per la preparazione di nanoparticelle di oro (Au-NPs) 
solubili in acqua e stabilizzate dalla β-CDSH ((Au)n/ β-CDSH).[30,31] 
La tecnica 1H NMR DOSY (capitolo 1) è stata estesamente impiegata a tal fine ed è stato 
confermato che essa rappresenta uno strumento efficiente, affidabile e veloce per la comprensione 
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dell’influenza sia della concentrazione totale di oro nelle soluzioni di atomi metallici solvatati (SMAs) 
che del rapporto molare Au/β-CDSH sulla dimensione delle nanoparticelle (Au)n/β-CDSH. 
La natura dei processi di aggregazione supramolecolare e l’abilità dei nanoaggregati (Au)n/β-
CDSH ad agire come host per la deossicitidina (figura 2.26) sono stati altresì studiati tramite 
spettroscopia NMR al fine di ottenere alcune informazioni preliminari circa le potenzialità delle Au-
NPs nel campo del trasporto e rilascio di biomolecole. Numerosi analoghi strutturali di nucleosidi 
sono, infatti, potenziali agenti antitumorali e/o antivirali le cui caratteristiche di solubilità e trasporto 
possono essere migliorate e/o modulate se vengono inclusi all’interno della cavità di un’opportuna 
ciclodestrina.  
Infine, l’1-tio-β-D-glucosio (β-GluSNa) (figura 2.26) è stato anch’esso impiegato quale legante  
per la preparazione/stabilizzazione di nanoparticelle di oro. L’utilizzo del β-GluSNa, composto 
strutturalmente analogo alle unità glucopiranosidiche della β-CDSH, ha permesso di mimare l’effetto 
delle unità individuali della ciclodestrina e di valutare il ruolo della sua preorganizzazione strutturale nei 
processi aggregazione supramolecolare. 
 
2.5.2 Risultati e Discussione 
2.5.2.1 Preparazione delle nanoparticelle di oro (Au-NPs) 
In accordo con quanto precedentemente riportato in letteratura[28] i vapori di oro (atomi) sono 
stati co-condensati con i vapori di acetone alla temperatura dell’azoto liquido e questo ha permesso di 
ottenere, dopo successiva fusione della matrice solida oro/acetone, una soluzione di colore viola scuro 
costituita da atomi di oro solvatati e stabile a bassa temperatura (-20 °C). 
L’addizione di β-CDSH alla soluzione Au/acetone porta alla formazione di un precipitato di 
color viola scuro, costituito da nanoparticelle (Au)n/β-CDSH insolubili in acetone ma solubili in acqua. 
Atomi di oro solvatati (Au/acetone SMAs) contenenti diverse concentrazioni di oro (0.4 mg/ml, 
LC, e 3.7 mg/ml, HC) sono stati preparati tramite la tecnica MVS e successivamente impiegati come 
materiale di partenza per la preparazione di nanoparticelle di oro stabilizzate da β-CDSH (figura 2.27), 
a diversi rapporti Au/ciclodestrina. 
 
 
Figura 2.27 – Schema di preparazione delle (Au)n/β-CDSH NPs 
 
In tutti i casi, le nanoparticelle (Au)n/β-CDSH, formate per precipitazione, sono state facilmente 
isolate per decantazione  e, quindi, separate dall’eccesso di ciclodestrina non reagita, ovvero non legata 
all’oro. I precipitati così ottenuti sono, tuttavia, ben solubili in acqua. 
Le nanoparticelle di oro stabilizzate da β-GluSNa sono state preparate impiegando una 
procedura analoga a quella sopra descritta (parte sperimentale, capitolo 5). 
 
2.5.2.2 Caratterizzazione delle nanoparticelle di oro (Au-NPs) 
Lo spettro 1H NMR (600 MHz, 25 °C, D2O) della β-CDSH presenta un unico set di segnali in 
accordo con la presenza di una struttura simmetrica in cui tutti i siti primari sono derivatizzati (figura 
2.28a). D’altra parte, è importante notare che l’aspetto dello spettro della β-CDSH cambia 
notevolmente se registrato dopo qualche tempo dalla preparazione del campione (figura 2.28b): in 
corrispondenza di ciascun protone della ciclodestrina si osserva infatti una distribuzione di risonanze 
che è da attribuire ad una perdita di simmetria del sistema. 
La variazione nel tempo delle caratteristiche spettrali della β-CDSH risultano accompagnate da una 
significativa variazione del suo coefficiente di diffusione che passa da un valore di 2.4 x 10-10 m2s-1, 
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 51 
misurato nel campione appena preparato, ad una valore di 1.7-1.8 x 10-10 m2s-1. Tali osservazioni sono 
in accordo con un incremento del raggio idrodinamico (RH), parametro che è correlato al coefficiente 
di diffusione dall’equazione di Stokes-Einstein (capitolo 1, equazione 1.32). 
La stretta correlazione tra il coefficiente di diffusione e le dimensioni molecolari ci ha permesso 
di stabilire che in soluzione la β-CDSH dà origine a processi che nel tempo si traducono in un 
incremento delle sue dimensioni di un fattore due/tre. Questa conclusione, in associazione con la 
perdita di isocronia dei protoni appartenenti alle varie unità glucopiranosidiche della β-CDSH, è in 
accordo con la formazione di aggregati oligomerici costituiti da più unità di β-CDSH unite da ponti a 
disolfuro che si possono formare tra i gruppi tiolici presenti sui siti primari della ciclodestrina stessa. 
Ulteriori processi di oligomerizzazione non sono stati osservati per tempi più lunghi dalla preparazione 
del campione. 
 
 
Figura 2.28 – Spettri 1H NMR (600 MHz, 25 °C, D2O) di: (a) β-CDSH monomera,  
(b) β-CDSH ossidata e (c) (Au)n/β-CD-SH NPs (Au SMAs 0.4mg/ml, rapporto molare Au/CD = 1:5) 
  
I precipitati che si sono formati in conseguenza dell’addizione di ciclodestrina alla soluzione di 
atomi di oro solvatati da acetone (Au/acetone SMAs), in diverse condizioni sperimentali, si sono 
rivelati in ogni caso solubili in D2O e le corrispondenti soluzioni (color viola scuro e limpide), stabili a 
temperatura ambiente, sono state analizzate tramite spettroscopia NMR senza la necessità di ulteriori e 
preliminari manipolazioni. Tali analisi hanno messo in evidenza notevoli variazioni dei parametri 
spettrali della ciclodestrina nelle (Au)n/β-CDSH NPs rispetto alla β-CDSH pura e questo ci ha 
permesso di chiarire la natura dei processi di aggregazione coinvolti nella formazione delle 
nanoparticelle di oro solubili in acqua. 
Le caratteristiche spettrali degli aggregati supramolecolari sono fortemente dipendenti sia dal 
rapporto molare oro/ciclodestrina impiegato nella fase di preparazione delle (Au)n/β-CDSH NPs che, 
in alcuni casi, dalla concentrazione di oro nelle soluzioni di atomi solvatati (SMAs) Au/acetone. 
 
Lo spettro 1H NMR (figura 2.28c) delle nanoparticelle ottenute a partire da Au/acetone SMAs a 
più bassa concentrazione (0.4 mg/ml) e in presenza di un elevato eccesso di ciclodestrina (rapporto 
molare Au/β-CDSH = 1:5), ha l’aspetto di quello della ciclodestrina monomera. Una pressoché 
completa isocronia dei protoni corrispondenti sulle diverse unità glucopiranosidiche è stata infatti 
osservata. Le notevoli variazioni dei chemical shift rispetto alla β-CDSH pura riportate in tabella 2.13 
sono da attribuire alla complessazione con il metallo e risultano più pronunciate per uno dei protoni 
metilenici (H6) e per il protone H4 collocato sulla superficie esterna della ciclodestrina in posizione 
adiacente ai siti primari. 
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La complessazione del metallo con i gruppi tiolici presenti sulla ciclodestrina giustifica le 
variazioni di chemical shift osservate. 
A partire dal valore del coefficiente di diffusione delle nanoparticelle (Au)n/β-CDSH NPs in 
esame, pari a 1.7 x 10-10 m2s-1, è stato inoltre possibile calcolare il diametro delle nanoparticelle che 
risulta approssimativamente pari a 2.9 nm. D’altra parte, se si assume che attorno alle nanoparticelle di 
oro (Au-NPs) sia presente solamente uno strato di ciclodestrina, si ricava[32] che il diametro medio dei 
nanoaggregati di oro deve esser pari a circa 1.3 nm. Sulla base di studi teorici precedentemente riportati 
in letteratura e relativi alla correlazione tra le dimensioni delle nanoparticelle di oro e il numero di 
atomi in esse contenuti, è stato possibile stimare che, per il nostro sistema, il numero di atomi presente 
in ciascuna nanoparticella è circa 80, di cui circa il 75% collocato sulla superficie esterna. 
Di notevole interesse è il comportamento dell’acetone residuo presente nelle soluzioni in D2O 
delle nanoparticelle (Au)n/β-CDSH, in quanto fornisce una conferma ulteriore della formazione degli 
aggregati supramolecolari tra ciclodestrina e le nanoparticelle di oro. L’acetone residuo presenta, infatti, 
un coefficiente di diffusione pari a 7.0 x 10-10 m2s-1 ovvero notevolmente inferiore rispetto a quello 
misurato per l’acetone puro in acqua (15.0 x 10-10 m2s-1). Nella mappa ROESY sono inoltre osservabili 
effetti ROE tra l’acetone stesso ed i protoni H3 e H5 della ciclodestrina che sono collocati all’interno 
della sua cavità. È pertanto ragionevole assumere che la complessazione della ciclodestrina con l’oro 
conduca l’acetone residuo all’interno della sua cavità e questo si riflette chiaramente nel drastico 
rallentamento della diffusione traslazionale di quest’ultimo. 
Infine, è da sottolineare che lo spettro 1H NMR della soluzione acquosa delle (Au)n/β-CDSH 
NPs in esame, ovvero preparate a partire dalla soluzione di atomi di oro solvatati in acetone avente più 
bassa concentrazione e ad un rapporto molare Au/β-CDSH = 1:5,  non cambia nel tempo e questo 
indica che i processi di ossidazione, osservati per la β-CDSH pura in soluzione acquosa, sono in questo 
caso del tutto rimossi. 
Quando l’interazione delle nanoparticelle di oro con la ciclodestrina avviene in condizioni di alto 
rapporto molare Au/β-CDSH (1:0.3), si osserva un andamento drasticamente diverso da quello sopra 
descritto: si formano nanoparticelle meno solubili in acqua che probabilmente sono dovute ad una 
precipitazione più veloce dalla miscela di reazione nei primi stadi della nucleazione del metallo. Questo 
è in accordo con il fatto che tali nanoparticelle di oro risultano molto piccole, con un diametro medio 
stimato pari a 2.4 nm, e presentano uno spettro protonico del tutto analogo a quello della β-CDSH 
ossidata (figura 2.28b), ovvero corrispondente ad un sistema con ridotta simmetria. È possibile 
pertanto concludere che la presenza di un eccesso di atomi di oro favorisce l’ossidazione della 
ciclodestrina, la quale, pur complessando il metallo, è dotata di minore solubilità in acqua e, quindi, 
determina la precipitazione precoce delle nanoparticelle. 
Il comportamento osservato in quest’ultimo caso, ovvero ad alti rapporti molari Au/β-CDSH, si 
è riprodotto in tutti i casi in cui la preparazione delle (Au)n/β-CDSH NPs è stata condotta impiegando 
un eccesso di oro fino al rapporto molare Au/β-CDSH 1:1, con formazione di nanoparticelle 
estremamente piccole complessate a ciclodestrina in forma ossidata. 
Al fine di definire l’effetto della concentrazione di oro sulla distribuzione di dimensioni delle 
nanoparticelle (Au)n/β-CDSH sono stati analizzati tramite spettroscopia NMR campioni ottenuti 
Tabella 2.13 1H NMR chemical shift (δ, ppm, 600 MHz, D2O, 25 °C) e 
shift di complessazione ∆δ (δCDNPs - δCD, ppm) della β-CDSH pura (δCD) 
e nelle (Au)n/β-CDSH NPs (δCDNPs) ottenute da Au/acetone SMAs di 
concentrazione 0.4 mg/ml (rapporto molare Au/β-CDSH =1:5) 
protoni δCD δCDNPs ∆δ 
1 5.03 5.03 0 
2 3.52 3.50 -0.02 
3 3.3 3.80 -0.03 
4 3.62 3.68 0.06 
5 3.83 3.78 -0.05 
6 2.94 2.86 -0.08 
6’ 2.83 2.81 -0.02 
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disciogliendo in acqua deuterata le (Au)n/β-CDSH NPs preparate facendo reagire differenti quantità di  
β-CDSH con una soluzione di atomi di oro solvatati da acetone (Au SMAs) avente concetrazione  
3.7 mg/ml, ovvero circa dieci volte più concentrata di quella impiegata nei casi precedentemente 
discussi. In particolare, sono stati valutati quattro differenti rapporti molari Au/β-CDSH (1:5, 1:1, 
1:0.3, 1:0.2) passando da un eccesso molare di ciclodestrina a un eccesso molare di atomi di oro.  
È emerso che la concentrazione di oro non influenza la natura del tipo di aggregato 
oro/ciclodestrina che si forma durante la reazione e che dipende pertanto solo dal rapporto molare 
Au/β-CDSH impiegato. Difatti β-CDSH complessata in forma monomera è presente ad alti rapporti 
molari ciclodestrina/oro, mentre β-CDSH in forma ossidata è presente nelle nanoparticelle preparate 
in presenza di un alto rapporto oro/ciclodestrina. In quest’ultimo caso, inoltre, si formano particelle 
più piccole ed aventi un diametro medio di 2.5 nm (tabella 2.14), a prescindere dalla concentrazione di 
metallo. 
Solamente ad alti rapporti molari ciclodestrina/oro, dove la ciclodestrina complessata è in forma 
monomera, la dimensione delle nanoparticelle risulta sensibile alla concentrazione di oro e, più in 
particolare, cresce all’aumentare della concentrazione di oro. In tali condizioni si ha inoltre una 
distribuzione più ampia di dimensioni delle nanoparticelle (tabella 2.14). 
È da notare che l’intensità relativa degli effetti ROE intra-anello H1-H2 ed inter-anello H1-H4’ è 
notevolmente diverso per soluzioni contenenti le (Au)n/β-CDSH NPs rispetto a quanto ossercato per 
la β-CDSH pura. Come mostrato in figura 2.29a, infatti, gli effetti ROE H1-H2 ed H1-H4’ hanno 
intensità paragonabile nel caso della β-CDSH, ad indicare che le distanze r12 ed r14’ sono 
approssimativamente uguali. Nella soluzione contenente le (Au)n/β-CDSH NPs (3.7 mg/ml 
Au/acetone SMAs, rapporto molare Au/β-CDSH = 1:5), invece, l’effetto ROE H1-H2 è maggiore di 
quello H1-H4’ (figura 2.29b) e questo indica che la complessazione della ciclodestrina con le 
nanoparticelle di oro provoca una significativa rotazione delle unità glucopiranosidiche attorno al 
legame glicosidico e, di conseguenza, un allontanamento dei protoni H1 ed H4’ posti su unità adiacenti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.29 – Spettri 1D ROESY (600 MHz, 25 °C, D2O, mix = 0.3 s) ottenuti per inversione selettiva dei nuclei H1 di:  
(a) β-CDSH pura e (b) (Au)n/ β-CDSH NPs (Au/acetone SMAs 3.7 mg/ml, Au/β-CDSH = 1:5) 
 
 
 
Tabella 2.14 Coefficienti di diffsione (D, x 1010 m2s-1,600 MHz, D2O,  
25 °C) della β-CDSH nelle (Au)n/β-CDSH NPs ottenute da Au/acetone 
SMAs di concentrazione 0.4 mg/ml e 3.7 mg/ml. Raggi idrodinamici 
calcolati (RH, nm) 
 0.4 mg/ml 3.7  mg/ml 
Au/β-CDSH D RH D RH 
1:5 1.7 2.9 0.9-1.6 5.4-3.0 
1:1 1.8 2.7 2.0 2.4 
1:0.3 2.0 2.4 1.9 2.6 
1:0.2   2.3 2.1 
ppm3.03.54.04.55.05.5
(a)
(b)
H1
H1
H2
H2H4’
H4’
H6/H6’
H5’/H3’
H5’/H3’
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2.5.2.3 Indagine NMR dei fenomeni di complessazione: 2’-deossicitidina vs (Au)n/β-CDSH NPs 
I processi di complessazione della 2’-deossicitidina (DC) (figura 2.26) sono stati studiati sia 
applicando la tecnica NMR DOSY per la misurazione dei coefficienti di diffusione traslazionale (D) 
(capitolo 1) della DC che tramite misure delle velocità di rilassamento selettivo (R) (capitolo 1) di suoi 
selezionati protoni in presenza ed in assenza della ciclodestrina o delle nanoparticelle ciclodestrina-oro. 
Per la DC alla concentrazione 100 mM ed in assenza di agenti complessanti sono stati misurati 
un coefficiente di diffusione di 4.8 x 10-10 m2s-1 (tabella 2.15) e velocità di rilassamento selettivo dei 
protoni Ha, Hf ed Hg (vedi schema di numerazione in figura 2.26) pari a 0.30 s-1, 0.39 s-1 e 0.22 s-1, 
rispettivamente (tabella 2.16).  
In presenza della β-CDSH (rapporto DC/β-CDSH = 4:1) è stata rilevata una diminuzione 
esigua del coefficiente di diffusione della DC al valore di 4.3 x 10-10 m2s-1, corrispondente ad una 
frazione molare di DC nello stato legato pari al 20% (capitolo 1). Corrispondentemente si ha un 
aumento delle velocità di rilassamento selettivo dei protoni Ha, Hf ed Hg (tabella 2.16) di circa sei volte 
rispetto ai valori misurati per la DC libera (vedi dati normalizzati, ∆R/R). 
 
 
 
 
Tabella 2.16 Velocità di rilassamento selettivo (R, s-1,600 MHz, D2O, 25 °C) e variazioni normalizzate delle velocità 
di rilassamento selettivo (∆R/R, ∆R = RL - RC) della DC pura (10 mM, RL) e in miscela (RC, agente 
complessante/DC = 1:4) con β-CDSH o (Au)n/β-CDSH NPs o β-GluSNa NPs 
 DC 
β-CDSH 
+ DC 
(Au)n/β-CDSH NPs 
+ DC 
(Au)n/β-GluSNa 
NPs + DC 
 RL RC ∆R/R RC ∆R/R RC ∆R/R 
Ha 0.30 2.16 6.17 3.45 10.15 0.31 0.03 
Hf 0.39 2.14 4.50 3.81 8.80 0.43 0.10 
Hg 0.22 1.43 5.58 3.05 12.98 0.23 0.05 
 
La soluzione contenente le nanoparticelle (Au)n/β-CDSH in cui la ciclodestrina è in forma 
monomera (3.7 mg/ml Au/acetone SMAs, rapporto molare Au/β-CDSH = 1:5) si sono rivelate 
particolarmente stabili nel tempo e quando disciolte in acqua non danno luogo a fenomeni di 
ossidazione/precipitazione. Pertanto, ad una loro soluzione 25 mM  sono stati aggiunti 4 equivalenti di 
DC ed i parametri NMR di quest’ultima sono stati nuovamente misurati (tabelle 2.15 e 2.16). Il 
coefficiente di diffusione della DC in questa miscela si abbassa drasticamente fino al valore di 3.5 x 10-
10m2s-1, da cui si ricava che la frazione molare di DC nello stato legato è pari al 40% (tabella 2.15). Le 
misure di rilassamento (tabella 2.16) hanno confermato che l’abilità della β-CDSH di legare la DC 
aumenta quando essa è legata all’oro, infatti, un incremento di circa dieci volte per le velocità di 
rilassamento selettivo dei protoni della DC è stato osservato rispetto allo stesso parametro NMR 
misurato per la DC pura (tabella 2.16), in accordo con l’elevato grado di complessazione.  
L’analisi delle interazioni dipolari inter-molecolari nella miscela DC-(Au)n/β-CDSH NPs ha 
inoltre permesso di far luce sul meccanismo di interazione: la DC deve necessariamente essere inclusa 
nella cavità della β-CDSH dato che sono stati rilevati effetti ROE tra i suoi protoni ed i nuclei H3 ed 
H5 di quest’ultima. 
Infine, a partire dalla soluzione di atomi di oro solvatati in acetone a più alta concentrazione e da 
un eccesso molare legante/oro pari a 1:5, sono state preparate nanoparticelle di oro stabilizzate da β-
GluSNa solubili in acqua. 
Tabella 2.15 Coefficienti di diffsione (D, x 1010 m2s-1,600 MHz, D2O, 25 °C) della DC pura (10 mM, DL) e 
in miscela con β-CDSH o (Au)n/β-CDSH NPs o β-GluSNa NPs (agente complessante/DC = 1:4). Frazioni 
molari nello stato legato della DC (xC) 
 DC β-CDSH  
+ DC 
(Au)n/β-CDSH NPs 
+ DC 
β-GluSNa  
+ DC 
(Au)n/β-GluSNa NPs  
+ DC 
D 4.8 4.3 3.5 4.8 4.6 
xC  0.2 0.4 / / 
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La solubilità in acqua delle nanoparticelle così ottenute indica che il monosaccaride è in grado di 
legare il metallo e stabilizzarlo, in accordo con il notevole allargamento delle risonanze corrispondenti 
ai protoni di β-GluSNa osservato in presenza dell’oro. 
Al fine di valutare la capacità delle nanoparticelle (Au)n/β-GluSNa di agire come agenti 
complessanti per la DC, 4 equivalenti di DC sono stati aggiunti ad una soluzione acquosa di (Au)n/β-
GluSNa NPs. I coefficienti di diffusione e le velocità di rilassamento selettivo del substrato sono stati 
successivamente misurati (tabelle 2.15 e 2.16) per valutare la eventuale perturbazione dovuta alla 
presenza delle nanoparticelle, ma i parametri spettrali della DC sono risultati scarsamente sensibili alla 
presenza di nanoparticelle contenenti β-GluSNa.  
 
2.5.2.4 Osservazioni conclusive 
Lo studio descritto ha permesso di confermare le potenzialità della tecnica MVS per la 
preparazione di nanoparticelle di oro a dimensione controllata. La nostra attenzione si è concentrata, 
più in particolare, su nanoparticelle solubili in acqua che sono state ottenute, grazie  alla elevata affinità 
oro-zolfo, impiegando la β-CDSH come legante. 
È stata sviluppata una procedura estremamente utile per la sintesi di (Au)n/β-CDSH NPs, basata 
sull’addizione di ciclodestrina ad una soluzione di atomi di oro solvatati in acetone (Au/acetone SMAs) 
e la conseguente precipitazione delle nanoparticelle in cui la ciclodestrina è legata all’oro. Queste 
ultime, una volta separate dalla soluzione surnatante, sono state facilmente disciolte in acqua e in 
questo modo è stato possibile analizzarle direttamente  tramite spettroscopia NMR. 
Il punto di forza di questa procedura di sintesi di (Au)n/β-CDSH NPs consiste nella sua 
semplicità, ma anche e soprattutto nel fatto che non è necessario per il loro isolamento l’utilizzo di 
sostanze/solventi, che potrebbero contaminarle. 
In presenza di un eccesso di metallo rispetto alla ciclodestrina l’ossidazione della β-CDSH 
avviene in modo significativo e la ciclodestrina ossidata si lega all’oro selezionando nanoparticelle di 
dimensioni più piccole, indipendentemente dalla concentrazione di metallo. Tale comportamento 
potrebbe esser dovuto alla minore affinità per l’oro da parte dei ponti a disolfuro rispetto ai gruppi 
tiolici presenti nella β-CDSH monomera, che si traduce in una accelerata precipitazione delle (Au)n/β-
CDSH NPs.  
In soluzioni con elevato rapporto molare ciclodestrina/oro la ciclodestrina rimane  in forma 
monomera, presenta una maggiore solubilità e conduce alla formazione di nanoparticelle la cui 
dimensione può essere modulata variando la concentrazione della soluzione Au/acetone (SMA) 
derivante dal reattore MVS. Le nanoparticelle (Au)n/β-CDSH idrosolubili così ottenute hanno 
caratteristiche favorevoli per il loro utilizzo quali host di piccole biomolecole o farmaci.  
Infatti, dagli esperimenti condotti in presenza di deossicitidina è emerso che tale substrato viene 
complessato dalle (Au)n/β-CDSH NPs e che l’interazione consiste nell’inclusione del substrato nella 
cavità della β-CDSH, processo che avviene nonostante la conformazione tronco-conica caratteristica 
della β-CDSH risulti fortemente perturbata in conseguenza del suo legame con l’oro. 
L’elevato grado di preorganizzazione strutturale determinato dal concatenamento di unità 
glucopiranosidiche che costituiscono la ciclodestrina β-CDSH e l’interazione tramite un meccanismo di 
inclusione nella sua cavità giocano sicuramente un ruolo fondamentale nei processi di complessazione. 
In accordo, il sale sodico dell’1-tio-β-D-glucosio ha scarso potere complessante nei confronti della 
deossicitidina, nonostante la sua capacità di legarsi all’oro e stabilizzare le nanoparticelle metalliche in 
soluzione acquosa. 
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2.6 Ciclodestrine idrofiliche. La 6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-
ciclodestrina: caratterizzazione, analisi conformazionale e indagine dei 
processi di enantioriconoscimento 
 
2.6.1 Introduzione 
L’ancoraggio di molecole di vario tipo sui siti primari delle ciclodestrine rappresenta un metodo 
estremamente promettente per l’ottenimento di nuovi sistemi sito-specifici per il trasporto di farmaci e 
per incrementarne l’utilizzo come sensori.[16] Modifiche di tale natura sono anche realizzate allo scopo 
di ottenere sistemi in grado di formare complessi più stabili con farmaci di vario tipo o dotati di 
proprietà di rilascio più favorevoli. 
In letteratura sono presenti alcuni lavori riguardanti, in particolare, la sintesi e lo studio delle 
caratteristiche conformazionali di ciclodestrine derivatizzate monosostituite recanti sui siti primari un 
residuo amminoacidico.[33] Tali derivati risultano particolarmente interessanti in quanto possono 
costituire eccellenti modelli per approfondire la comprensione dei processi di inclusione e per ricavare 
informazioni circa le eventuali deformazioni conformazionali che si realizzano nella cavità della 
ciclodestrina durante il processo di “adattamento molecolare” che avviene quando ha luogo 
l’inclusione di un substrato. 
Perly[33a] ha riportato la sintesi dei due derivati ammidici diastereoisomerici della mono(6-
(fenilalanilammino)-6-deossi)-β-ciclodestrina, a partire da (L)- o (D)-fenilalanina e dalla  
6-monoammino-β-ciclodestrina, e l’analisi NMR delle caratteristiche conformazionali di tali derivati 
diastereoisomerici. In particolare, in tale lavoro, è stata messa in evidenza sia l’inclusione 
intramolecolare dell’anello aromatico della fenilalanina che una forte differenziazione dei due 
diastereoisomeri in termini di “adattamento conformazionale della struttura della ciclodestrina” 
necessario per ottimizzare l’interazione tra l’anello aromatico e la cavità idrofobica. 
Successivamente, è stato riportato[33d,e] uno studio conformazionale, eseguito tramite 
spettroscopia NMR, di un analogo derivato ciclodestrinico recante un residuo di tirosina, anziché di 
fenilalanina. Differentemente da quanto riportato per la mono(6-(fenilalanilammino)-6-deossi)-β-
ciclodestrina, essi riferiscono che nel caso della mono(6-(tirosinilammino)-6-deossi)-β-ciclodestrina 
non si ha autoinclusione dell’anello aromatico del gruppo derivatizzante e giustificano tale risultato 
ipotizzando la formazione di un legame ad idrogeno tra il gruppo ossidrilico fenolico ed uno dei gruppi 
ossidrilici primari della ciclodestrina stessa. Tale risultato è però evidentemente in disaccordo con 
quanto riportato sia da Perly[33f] che da Berthault[33g] sullo stesso tipo di ciclodestrine, dove tramite 
spettroscopia NMR sono state rilevate numerose correlazioni dipolari tra i protoni aromatici del 
residuo di tirosina ed i protoni H3/H5 interni alla cavità della ciclodestrina. È stato anche impiegato 
l’antrachinone-2-solfonato (ASANa)[33f] come sonda per valutare la forza dei complessi di 
autoinclusione formati da suddetti derivati della β-ciclodestrina e loro analoghi. Dall’analisi delle mappe 
ROESY di miscele ASANa/ciclodestrina è emersa la totale assenza di picchi di correlazione tra i 
protoni del substrato e i nuclei collocati all’interno della cavità della ciclodestrina stessa i quali, d’altra 
parte, mantengono la loro vicinanza spaziale rispetto ai protoni aromatici del residuo amminoacidico 
(fenilalanina o tirosina). Ciò è da attribuire alla formazione di complessi di autoinclusione molto stabili 
che non risultano perturbati dalla presenza del substrato. 
La nostra attenzione si è rivolta alla 6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina (CD-
TyrCOOH), in cui un residuo di (L)-tirosina, a differenza dei composti precedentemente descritti in 
letteratura,[33d-g] è stato ancorato alla β-ciclodestrina tramite il suo gruppo amminico (figura 2.30). 
Tale derivato è stato sintetizzato presso i laboratori della Cyclolab R. & D. impiegando una procedura 
innovativa che, nonostante la presenza dell’ossidrile fenolico più reattivo rispetto al gruppo amminico 
della tirosina, permette di ottenere il composto desiderato a partire dalla β-ciclodestrina nativa senza 
formazione di prodotti secondari e, soprattutto, senza introdurre stadi di protezione/deprotezione del 
gruppo alcolico.[34] 
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La CD-TyrCOOH è stata caratterizzata tramite spettroscopia NMR e ne è stata determinata la 
conformazione in soluzione sia in presenza che in assenza del tampone fosfato (pH = 7.4). In 
particolar modo è stata verificata l’autoinclusione del residuo di tirosina all’interno della cavità della 
ciclodestrina ed è stata valutata la possibile influenza del tampone sulla sua conformazione in quanto 
quest’ultima può a sua volta influenzarne l’efficienza enantiodiscriminante. 
Infine, è stata investigata tramite spettroscopia NMR l’abilità della CD-TyrCOOH a dare origine 
a fenomeni di riconoscimento chirale di amminoacidi e dipeptidi. Da osservare a tal riguardo è che, in 
particolare, lo studio preliminare condotto con i dipeptidi è stato realizzato in quanto in grado di 
fornire indicazioni circa le potenzialità della CD-TyrCOOH come sensore per il riconoscimento di 
specifici frammenti proteici. 
 
 
Figura 2.30 –Struttura della CD-TyrCOOH 
 
2.6.2 Risultati e Discussione 
2.6.2.1 Caratterizzazione ed analisi conformazionale 
La CD-TyrCOOH (figura 2.30) è stata caratterizzata in soluzione acquosa, tamponata a pH 
fisiologico, tramite uso combinato di tecniche NMR mono e bidimensionali e la sua conformazione è 
stata definita mediante analisi delle correlazioni dipolo-dipolo attraverso lo spazio. 
L’osservazione dello spettro 1H NMR (figura 2.31) della CD-TyrCOOH ha immediatamente 
messo in evidenza la totale perdita di simmetria della struttura della ciclodestrina come conseguenza 
della derivatizzazione di una delle sue unità glucosidiche. Per questo motivo, differentemente da 
quanto riscontrato per le ciclodestrine native o simmetricamente sostituite, nello spettro riportato in 
figura 2.31 sono presenti, oltre alle risonanze originate dai protoni del residuo di tirosina, sette set di 
segnali estesamente sovrapposti e corrispondenti ai nuclei di ciascuna unità glucosidica. 
I sei doppietti presenti nella regione spettrale compresa tra 4.83 ppm e 4.98 ppm, che 
complessivamente integrano per sette protoni e che devono necessariamente essere assegnati ai nuclei 
H1 (figura 2.32), hanno costituito il punto di partenza per l’attribuzione delle risonanze originate dai 
protoni dell’anello ciclomaltoeptaosico della CD-TyrCOOH (tabella 2.17).  
 
 
 
Figura 2.31 – Spettro 1H NMR (600 MHz, 25 °C, D2O, 10 mM, pH = 7.4) della CD-TyrCOOH 
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Figura 2.32 – Schema di numerazione della CD-TyrCOOH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 2.17 Parametri 1H NMR (600 MHz, D2O, 10mM, pH = 7.4, 25 °C) di CD-TyrCOOH: 
chemical shift (δH, ppm, riferiti al TMS quale standard esterno) e costanti di accoppiamento (J, Hz) 
 δH i-j, J  δH i-j, J 
H1A 
4.84 (d) 1A-2A, 3.5 
H4A 
3.23 (t) 4A-3A, 9.4 
4A-5A, 9.4 
H1B 
4.98 (d) 1B-2B, 3.4 
H4B 
3.54 (t) 4B-3B, 10.1 
4B-5B, 10.1 
H1C/H1F 
4.96 (d) 1C-2C/1F-2F, 
3.7 
H4C 
3.50 (t) 4C-3C, 10.1 
4C-5C, 10.1 
H1D 
4.83 (d) 1C-2C, 3.7 
H4D 
3.38 (t) 4D-3D, 9.3 
4D-5D, 9.3 
H1E 4.89 (d) 1E-2E, 3.7 H4E 3.36 (m)  
   H4F 3.51 (m)  
H1G 
4.92 (d) 1G-2G, 3.8 
H4G 
3.45 (t) 4G-3G, 10.1 
4G-5G, 10.1 
H2A 
3.46 (dd) 2A-3A, 9.4 
2A-1A, 3.5 H5A 3.35 (td) 
5A-4A, 9.4 
5A-6A, 9.4 
5A-6’A, 3.4 
H2B 
3.52 (dd) 2B-3B, 10.1 
2B-1B, 3.4 
H5B 3.72 (m)  
H2C 
3.56 (dd) 2C-3C, 10.1 
2C-1C, 3.7 
H5C 3.75 (m)  
H2D 
3.45 (dd) 2D-3D, 9.3 
2D-1D, 3.7 H5D 3.22 (dt) 
5D-4D, 9.3 
5D-6D, 2.3 
5D-6’D, 2.3 
H2E 
3.47 (dd) 2E-3E, 10.0 
2E-1E, 3.7 
H5E 3.39 (m)  
H2F 
3.54 (dd) 2F-3F, 10.0 
2F-1F, 3.7 
H5F 3.78 (m)  
H2G 
3.49 (dd) 2G-3G, 10.1 
2G-1G, 3.8 
H6G 3.55 (m)  
H3A 
3.53 (t) 3A-4A, 9.4 
3A-2A, 9.4 
H6A 2.95 (dd) 
6A-6A’, 13.2 
6A-5A, 9.4 
H3B 
3.77 (t) 3B-2B, 10.1 
3B-4B, 10.1 
H6B/H6’B 
H6E/H6’E 
3.86-3.71  
3.35-3.60 
 
H3C 
3.92 (t) 3C-2C, 10.1 
3C-4C, 10.1 
H6C/H6’C 
H6F/H6’F 
3.85/3.78  
H3D 
3.67 (t) 3D-2D, 9.3 
3D-4D, 9.3 
H6D/H6’D 3.58 (m)  
H3E 
3.73 (t) 3E-2E, 10.0 
3E-4E, 10.0 
H6G 3.77 (m)  
H3F 
3.95 (t) 3F-2F, 10.0 
3F-4F, 10.0 
H6’A 3.11 (dd) 
6A'-6A, 13.2 
6A'-5A, 3.4 
H3G 
3.65 (t) 3G-2G, 10.1 
3G-4G, 10.1 
H6’G 3.86 (m)  
Hb 2.65 (dd) 
b-b’, 15.4 
b-a, 6.9  
  
Hb’ 3.13 (dd) 
b’-b, 15.4 
b’-a, 3.7 
Hm 6.79 (d) m-o, 8.8 
Ha 3.42 (m)  Ho 7.02 (d) o-m, 8.8 
Molteplicità tra parentesi: d, doppietto; t, tripletto; dd, doppio doppietto; m, multipletto,. 
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Le correlazioni scalari dirette osservate nella mappa g-COSY e originate dai sette protoni H1 
hanno permesso di identificare le frequenze di risonanza dei protoni H2 ad essi corrispondenti 
(capitolo 5), ovvero appartenenti alla stessa unità di glucosio. L’analisi degli spettri 1D ROESY, 
ottenuti per inversione selettiva di ciascuno dei suddetti nuclei H1, ha invece consentito di assegnare i 
segnali corrispondenti ai protoni H4’ situati sull’unità glucosidica adiacente a quella del nucleo 
perturbato. 
Tramite analisi della mappa g-HSQC, di correlazione scalare 1H-13C ad un legame, sono state 
identificati i segnali corrispondenti ai protoni di tipo metilenico (H6/H6’ e Hb/Hb’). 
I due segnali centrati a 7.02 ppm e 6.79 ppm che sono stati assegnati ai quattro protoni aromatici 
Ho/Hm sulla base del chemical shift, dell’area integrata e della loro molteplicità, hanno invece costituito 
il punto di partenza per l’identificazione delle risonanze corrispondenti ai protoni del residuo di 
tirosina. 
Vista la presenza di effetti ROE tra i nuclei aromatici che risuonano alla frequenza di 7.02 ppm 
ed i segnali centrati a 2.65 ppm/3.13 ppm, e dovuti a protoni di tipo metilenico, è stato attribuito ai 
protoni Ho il primo di tali segnali e gli altri due ai nuclei Hb/Hb’ (figura 2.32). La risonanza a 6.79 ppm 
resta pertanto assegnata ai protoni Hm mentre la correlazione osservata per Hb ed Hb’, dovuta ad 
accoppiamento scalare a tre legami, a 3.42 ppm ha permesso di attribuire la frequenza di risonanza del 
nucleo Ha. 
Nella mappa 2D-ROESY sono state osservate correlazioni tra il protone Ha ed i due protoni 
metilenici la cui risonanza è centrata a 2.95 ppm e 3.11 ppm, ovvero i protoni H6A ed H6’A del 
raggruppamento etilenico appartenente all’unità alla quale è direttamente legato il pendaglio tirosinile. 
Quest’ultima attribuzione è in accordo con il maggiore schermo di tali protoni rispetto a tutti gli altri 
nuclei metilenici H6/H6’ della CD-TyrCOOH.  
Per completare l’attribuzione delle risonanze corrispondenti ai protoni della CD-TyrCOOH 
(capitolo 5), ovvero per chiarire quali segnali siano originati da nuclei posti sulla stessa o su diverse 
(adiacenti o meno) unità di glucosio, è stata di fondamentale importanza l’analisi sia della mappa 
TOCSY che degli spettri 1D TOCSY ottenuti per selettiva perturbazione dei nuclei H1 delle varie 
unità. 
 
Lo studio delle correlazioni dipolari attraverso lo spazio, eseguito tramite analisi delle mappe 2D 
ROESY e degli spettri 1D ROESY (capitolo 1) ha permesso di definire in dettaglio la conformazione 
della CD-TyrCOOH, tramite la definizione dei seguenti aspetti: 
1) il grado di rotazione delle unità glucopiranosidiche attorno al legame glicosidico;  
2) la conformazione del residuo di tirosina e la sua disposizione rispetto al resto della molecola. 
Per valutare se la CD-TyrCOOH presenta una conformazione tronco-conica, o se si è in 
presenza di un elevato grado di rotazione delle unità glucosidiche a dare una struttura distorta, è stato 
utilizzato il criterio già descritto nel paragrafo 2.2.2 e relativo all’analisi degli effetti ROE 
intramolecolari. 
Il rapporto dell’intensità degli effetti ROE H1-H2 ed H1-H4’ non è esattamente lo stesso per tutte 
le unità costituenti la CD-TyrCOOH (figura 2.33). I dati di ROE, infatti, mettono in evidenza che, per 
quanto riguarda i legami glicosidici che interconnettono le unità A-B, B-C, E-F e G-A (figura 2.32), la 
rotazione non è significativa e la distanza r14’ è minore o uguale a quella r12., essendo l’effetto ROE H1-
H2 di intensità minore o uguale a quella del ROE H1-H4’ (vedi rappresentazione in figura 2.8). Effetti 
ROE H1-H2 ed H1-H4’ di intensità confrontabile sono stati invece rilevati in corrispondenza dei legami 
glicosidici che congiungono le unità glucosidiche C-D, D-E e F-G, per le quali, pertanto, r12 ≈ r14’. 
Sulla base di tali dati è quindi possibile concludere che la CD-TyrCOOH è caratterizzata da una 
conformazione tronco-conica parzialmente distorta. 
I protoni H6A ed H6’A (figura 2.32) sono i soli protoni della CD-TyrCOOH le cui risonanze sono 
ben risolte e non sovrapposte ad altre nello spettro 1H NMR (figura 2.31), perciò, è stato possibile 
definire in dettaglio la loro disposizione spaziale: H6A origina un effetto ROE alla frequenza del nucleo 
H4A (figura 2.34) rispetto al quale è in posizione cisoide, oltre ad effetti più deboli in corrispondenza di 
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H5A ed Ha; H6’A risulta invece circa equidistante da H5A e H4A ed orientato verso H5G (figura 2.32). 
Nessuna correlazione dipolare è stata osservata tra i protoni H6A/H6’A e Hb/Hb’, ma un debole effetto 
ROE è stato messo in evidenza tra tali nuclei ed Ha (figure 2.34 e 2.35). 
Relativamente alla disposizione spaziale del residuo di tirosina, legato su uno dei siti primari 
della ciclodestrina tramite il raggruppamento amminico, è stato possibile ricavare numerose 
informazioni e il punto di partenza dello studio della sua conformazione è stata l’analisi delle costanti di 
accoppiamento vicinale. 
 
 
Figura 2.33 – Spettri 1D ROESY (600 MHz, 25 °C, D2O, 10 mM, pH = 7.4) ottenuti per inversione selettiva dei protoni H1 
della CD-TyrCOOH 
  
Nello spettro 1H NMR (figura 2.31) della CD-TyrCOOH è stato infatti possibile misurare per le 
costanti di accoppiamento Jab e Jab’ i valori di 6.9 Hz e 3.7 Hz, rispettivamente, a partire dai quali 
risolvendo l’equazione di Karplus (capitolo 1), con parametri ottimizzati per un frammento molecolare 
del tipo H-C-C-H, si ottengo due valori per ciascuno degli angoli diedri Ha-C-C-Hb e Ha-C-C-Hb’. Sulla 
base degli effetti ROE tra i protoni Ha, Hb ed Hb’ (figura 2.35) sono stati successivamente selezionati i 
valori di 139° e 123°, rispettivamente, per gli angoli diedri Ha-C-C-Hb e Ha-C-C-Hb’. Questi ultimi 
indicano che il protone Ha deve trovarsi in posizione trans rispetto ad Hb/Hb’ (figura 2.35). 
Poiché non sono stati osservati effetti ROE tra i protoni Hb/Hb’ e i nuclei appartenenti allo 
scheletro della ciclodestrina è ipotizzabile che essi siano al di fuori della sua cavità e proiettati lontano 
da essa. 
 
I protoni aromatici Ho (figura 2.32) danno origine, invece, ad intensi effetti ROE sia in 
corrispondenza dei protoni metilenici Hb/Hb’ che alla frequenza di Ha (figura 2.36). 
Di notevole importanza è inoltre la presenza, sia nello spettro 1D-ROESY relativo ai protoni 
aromatici Ho (figura 2.36) che in quello ottenuto per inversione selettiva dei protoni Hm (figura 2.37), di 
numerose interazioni dipolari alla frequenza di risonanza di protoni interni alla cavità della ciclodestrina 
(H3i ed H5i). In particolare, i protoni Hm originano effetti ROE più intensi in corrispondenza dei 
protoni H3i ad indicare che si trovano mediamente più vicini ad essi che non ai nuclei H5i, mentre i 
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protoni aromatici Ho son mediamente più vicini ai nuclei H5i collocati nella parte più stretta della cavità 
della ciclodestrina. 
 
 
Figura 2.34 – Traccia della mappa 2D ROESY (600 MHz, 25 °C, D2O, 10 mM, pH = 7.4)  
relativa al protone H6A della CD-TyrCOOH 
 
 
Figura 2.35 – Tracce della mappa 2D ROESY (600 MHz, 25 °C, D2O, 10 mM, pH = 7.4) relativa 
ai protoni Hb e Hb’ della CD-TyrCOOH. Proiezione di Newman lungo il legame CHa-CHbHb’  
 
 
Figura 2.36 – Spettro 1D ROESY (600 MHz, D2O, pH=7.4, 10 mM, 25°C)  
ottenuto per inversione selettiva dei protoni Ho della CD-TyrCOOH 
 
 
 
Figura 2.37 - Spettro 1D ROESY (600 MHz, D2O, pH=7.4, 10 mM, 25°C)  
ottenuto per inversione selettiva dei protoni Hm della CD-TyrCOOH 
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Tali dati consentono di affermare in modo inequivocabile che il residuo di tirosina, legato su 
uno dei siti primari della CD-TyrCOOH, è profondamente incluso nella cavità della ciclodestrina stessa 
(figura 2.38). 
 
 
Figura 2.38 – Rappresentazione dell’autoinclusione del residuo di tirosina  
nella cavità della CD-TyrCOOH 
 
Quando lo spettro della CD-TyrCOOH viene registrato in soluzione acquosa in assenza del 
tampone fosfato si osservano variazioni del chemical shift di alcuni dei suoi nuclei protonici, che 
potrebbero essere originate da variazioni nell’intorno stereochimico dei nuclei, ovvero a variazioni della 
conformazione della ciclodestrina, così come da differenze nel grado di ionizzazione dei gruppi polari 
della tirosina. 
La completa attribuzione delle risonanze dei nuclei protonici della CD-TyrCOOH è stata 
eseguita in questo caso seguendo una procedura del tutto analoga a quella precedentemente descritta 
per la soluzione tamponata. È da osservare che, in assenza del tampone fosfato, i protoni H6A/H6’A ed 
Hb/Hb’ risultano deschermati mentre Ha subisce un effetto di schermo. 
D’altra parte, in soluzione acquosa non tamponata gli effetti ROE H1-H4’ risultano più intensi di 
quelli H1-H2 per tutte le unità glucosidiche, ad indicare che siamo in presenza di una ciclodestrina con 
conformazione a tronco di cono non distorta. 
La costante di accoppiamento Jba è pari a 5.6 Hz e corrisponde ad un valore dell’angolo diedro  
Ha-C-C-Hb di 133°, in accordo con l’osservazione di un effetto ROE molto debole tra Hb ed Ha (figura 
2.39) ovvero con un arrangiamento di tipo transoide. La sovrapposizione della risonanza di Hb’ con 
quelle di altri nuclei non ha permesso di ottenere altre informazioni. 
Ancora una volta sono completamente assenti effetti ROE tra i protoni della ciclodestrina ed i 
nuclei Hb/Hb’ (figura 2.39). 
I protoni aromatici del residuo di tirosina originano interazioni dipolari del tutto analoghe a 
quelle sopra discusse nel caso della soluzione tamponata di CD-TyrCOOH, a confermare che la sua 
inclusione profonda all’interno della cavità non risente del pH della soluzione. 
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Figura 2.39 - Spettro 1D-ROESY (600 MHz, D2O, 10 mM, 25°C)  
ottenuto per inversione selettiva dei protoni Ho, Hm ed Hb della CD-TyrCOOH 
 
2.6.2.2 Processi di enantioriconoscimento: CD-TyrCOOH vs amminoacidi/dipeptidi 
Al fine di valutare l’abilità della 6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina di dare 
origine a fenomeni di riconoscimento molecolare chirale di frammenti di tipo amminoacidico sono 
stati effettuati alcuni esperimenti NMR in presenza di due classi di substrati chirali: amminoacidi ed 
dipeptidi.  
Un esteso utilizzo della tecnica NMR DOSY (capitolo 1), di misura dei coefficienti di diffusione 
traslazionale, ha permesso di valutare la stabilità dei vari complessi diastereoisomerici formati in 
soluzione. 
 
Gli esperimenti di enantiodiscriminazione condotti impiegando quali substrati chirali selezionati 
amminoacidi (figura 2.49) sono stati realizzati in ambiente tamponato a tre diversi valori di pH, ciò al 
fine di valutare la possibile dipendenza dalla concentrazione di ioni idronio della stabilità dei complessi 
amminoacido/ciclodestrina. Nel caso della tirosina i risultati così ottenuti sono stati inoltre confrontati 
con quelli derivanti da analoghi esperimenti eseguiti in presenza della β-ciclodestrina nativa. 
 
 
Figura 2.40 – Amminoacidi impiegati nei processi di riconoscimento molecolare 
 
Abbiamo misurato i coefficienti di diffusione traslazionale degli amminoacidi enantiopuri in 
assenza ed in presenza di un equivalente di CD-TyrCOOH e, assumendo che nello stato legato il moto 
del substrato sia governato da quello della ciclodestrina, ovvero che sia DC ~ DCDTyrCOOH (capitolo 1), 
abbiamo potuto calcolare i valori delle costanti di eterocomplessazione (tabelle 2.18 e 2.19) risolvendo 
l’equazione 1.62. 
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Dai dati riportati nelle tabelle 2.18 e 2.19 emerge che per tutti i complessi 
ciclodestrina/amminoacido enantiopuro la stabilità del complesso risente, in maniera più o meno 
pronunciata per i singoli substrati, della diminuzione di acidità della soluzione, ovvero passando da un 
valore di pH debolmente acido (pH = 5.8) ad uno debolmente basico (pH = 9.8). 
Relativamente alla lisina (Lys, figura 2.40) è da osservare che la massima differenziazione dei 
complessi diestereoisomerici è raggiunta a pH = 7.4 dove si misura una differenza tra le loro costanti di 
associazione pari a 13 (tabella 2.18), mentre a pH basico non solo non vengono differenziati i due 
enantiomeri dell’amminoacido, ma la formazione dei due complessi è praticamente trascurabile. Nel 
caso dell’arginina (Asn, figura 2.40), che si differenzia dalla lisina per la presenza di un gruppo 
ammidico anziché amminico, a pH neutro e basico le costanti di complessazione dei due enantiomeri 
da parte della CD-TyrCOOH rimangono pressoché invariate mentre a pH acido si osserva una 
diminuzione della stabilità del complesso (D)-Asn/CD-TyrCOOH ed un concomitante e netto 
incremento della costante di formazione del complesso (L)-Asn/CD-TyrCOOH. Quest’ultimo 
andamento produce una significativa differenziazione dei due solvati diastereoisomerici che è anche la 
più alta da noi misurata (tabelle 2.18 e 2.19). 
 
 
 
 
 
 
 
 
La fenilalanina, che a differenza degli altri amminoacidi selezionati per il nostro studio possiede 
come unici gruppi ionizzabili il gruppo carbossilico e quello amminico, si lega in modo significativo alla 
CD-TyrCOOH. Il complesso formato dalla (L)-Phe (figura 2.40) non risente però in alcun modo della 
variazione di pH mentre l’aggregato (D)-Phe/CD-TyrCOOH, meno stabile dell’altro a pH basico e 
neutro, diviene progressivamente più stabile all’aumentare dell’acidità della soluzione. A pH = 5.8, 
dove i due complessi hanno stabilità confrontabile, il ∆K è perciò nullo (tabella 2.18). 
Anche se il valore più alto del parametro ∆K (|KD - KL|) è stato misurato per i complessi  
(D)-Asn/ciclodestrina ed (L)-Asn/ciclo destrina, è da notare che i valori più alti delle costanti di 
eterocomplessazione sono invece stati misurati nelle miscele contenenti la tirosina (Tyr, figura 2.40) 
(tabella 2.19). Inoltre, mentre a pH neutro e basico la capacità della CD-TyrCOOH di complessare i 
due enantiomeri della tirosina è paragonabile a quella della β-ciclodestrina nativa, in condizioni 
fisiologiche (pH = 7.4) non solo la CD-TyrCOOH lega più fortemente la tirosina rispetto alla  
β-ciclodestrina nativa ma si è anche dimostrata capace di differenziarne in modo nettamente più 
marcato i suoi due enantiomeri.  
 
Vista la scarsa stabilità in ambiente tamponato dei dipeptidi leucil-valina metil o benzil estere 
trifluoroacetato e valil-leucina metil o benzil estere trifluoroacetato (figura 2.41) impiegati negli 
Tabella 2.18 Coefficienti di diffusione traslazionale (D, x 1010m2s-1, 10 mM, D2O, tampone fosfato, 600 
MHz, 25 °C) degli amminoacidi puri (DL) ed in presenza di un equivalente di CD-TyrCOOH (D) a tre 
diversi valori di pH. Costanti di eterocomplessazione (K, M-1) e  differenza ∆K = |KD-KL| 
 pH = 5.8 pH = 7.4 pH = 9.8 
 DL D K ∆K DL D K ∆K DL D K ∆K 
L-Lys 4.5 4.5 <1 4.5 4.4 4 4.2 4.2 <1 
D-Lys 4.5 4.4 4 
~4 
4.5 4.2 17 
13 
4.2 4.2 <1 
~0 
L -Asn 6.3 5.4 36 6.3 5.6 25 6.0 5.4 23 
D -Asn 6.3 6.1 6 
30 
6.3 6.0 10 
15 
6.0 5.7 10 
13 
L -Phe 5.3 4.9 17 5.2 4.8 17 5.2 4.8 17 
D -Phe 5.3 4.9 17 
0 
5.2 4.9 12 
5 
5.2 5.0 8 
9 
Tabella 2.19 Costanti di eterocomplessazione (K, M-1) dei complessi formati da (D)- o 
(L)-Tyr (10 mM, D2O) in miscela equimolare con CD-TyrCOOH o β-CD. Differenza 
∆K = |KD - KL| 
 pH = 5.8 pH = 7.4 pH = 9.8 
 K ∆K K ∆K K ∆K 
L-Tyr/TyrCDCOOH 14 48 49 
D-Tyr/TyrCDCOOH 26 
12 
65 
17 
53 
4 
L-Tyr/β-CD 25 35 42 
D-Tyr/β-CD 14 
11 
29 
6 
51 
9 
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esperimenti di enantioriconoscimento, questi ultimi sono stati realizzati in acqua in assenza del 
tampone. I risultati così ottenuti impiegando la CD-TyrCOOH quale agente solvatante chirale sono 
stati confrontati con quelli derivanti dall’analisi di analoghe miscele con la β-ciclodestrina nativa.  
 
 
Figura 2.41 – Dipeptidi  impiegati nei processi di riconoscimento molecolare 
 
L’analisi degli spettri 1H NMR di miscele enantiomericamente arricchite dei quattro dipeptidi 
riportati in figura 2.41 in presenza di un equivalente di CD-TyrCOOH o β-ciclodestrina nativa ha 
permesso di evidenziare che i substrati in forma di esteri benzilici risultano più efficacemente 
enantiodiscriminati da entrambe le ciclodestrine rispetto ai corrispondenti esteri metilici (tabella 2.20). 
La CD-TyrCOOH, infatti, non è in grado di produrre anisocronia dei nuclei protonici del 
gruppo metossilico dei dipeptidi LeuValOMe e ValLeuOMe né dei protoni collocati sul centro chirale 
adiacente all’azoto ammidico. In presenza della β-ciclodestrina nativa, invece, sono stati misurati bassi 
valori di nonequivalenza solamente per i nuclei del dipeptide ValLeuOMe. 
La β-ciclodestrina nativa è però in grado di indurre una significativa differenziazione sia dei 
protoni metilenici del gruppo benzilico che del nucleo metinico adiacente all’azoto ammidico di 
entrambe i dipeptidi in forma di esteri benzilici (ValLeuOBz e LeuValOBz) (tabella 2.20). L’efficienza 
della CD-TyrCOOH nell’originare nonequivalenza di chemical shift di selezioanti nuclei dei dipeptidi 
ValLeuOBz e LeuValOBz è palesemente inferiore rispetto a quella della ciclodestrina non 
derivatizzata. 
Al fine di razionalizzare tali risultati ed ottenere maggiori informazioni circa i solvati 
diastereoisomerici in esame, sono stati misurati i coefficienti di diffusione dei dipeptidi enantiopuri in 
assenza ed in presenza delle due ciclodestrine (tabella 2.21). Sulla base di tali dati sono state anche 
calcolate le frazioni molari nello stato legato (xC) dei substrati dipeptidici (equazione 1.61) (tabella 2.21). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 2.20 Nonequivalenze (∆δ=|δDD - δLL|, Hz, 600 MHz, D2O, 5 mM, 25 °C) 
misurate per selezionati protoni di ValLeuOMe, LeuValOMe, ValLeuOBz e 
LeuValOBz enantiomericamente arricchiti nell’enantiomero (D,D) in presenza di un 
equivalente di CD-Tyr-COOH o di β-CD. Shift di complessazione (δC – δL) 
  CD-TyrCOOH β-CD 
  δ C - δL ∆δ δ C - δL ∆δ 
MeO 0 0 
0.02 (DD) 
0.01 (LL) 
3.6 
ValLeuOMe 
H4 0 0 
0.02 (DD) 
0.01 (LL) 
5.3 
MeO 0 0 0 0 
LeuValOMe 
H5 0 0 0 0 
H8 0 3.0 -0.01/0.01 11.9 
H8’ 0.01/0.01 2.5 0.04/0.02 11.9 ValLeuOBz 
H4 0/-0.01 2.1 0.01/0.02 7.0 
H8 
-0.03 (DD) 
-0.04 (LL) 
3.9 
-0.09 (DD) 
-0.12 (LL) 
17.5 
H8’ 
0.02 (DD) 
0.04 (LL) 
7.2 
0.11 (DD) 
0.18 (LL) 
37.2 LeuValOBz 
H5 0/-0.01 6.8 
0 (DD) 
-0.01 (LL) 
35.0 
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Tabella 2.21 Coefficienti di diffusione traslazionale (D, x 1010 m2s-1, 5 
mM, D2O, 600 MHz, 25 °C) dei dipeptidi ValLeuOMe, LeuValOMe, 
ValLeuOBz e LeuValOBz enantiopuri in assenza (DL) ed in presenza 
(DC) di un equivalente di CD-TyrCOOH o di β-CD. Coefficienti di 
diffusione traslazionale delle due ciclo destrine pure (DL). Frazioni 
molari nello stato legato (xC) dei dipeptidi nelle miscele 
  CD-TyrCOOH β-CD 
 DL DC xC DC xC 
DD-ValLeuOMe 3.8 0.18 3.5 0.40 
LL-ValLeuOMe 
4.1 
4.1 0 3.7 0.27 
      
DD-LeuValOMe 4.1 0.06 4.0 0.12 
LL-LeuValOMe 
4.2 
4.1 0.06 4.0 0.12 
      
DD-ValLeuOBz 3.3 0.31 3.0 0.64 
LL-ValLeuOBz 
3.7 
3.4 0.23 3.1 0.55 
      
DD-LeuValOBz 3.4 0.29 2.9 0.75 
LL-LeuValOBz 
3.8 
3.4 0.29 2.7 0.92 
      
CD-TyrCOOH 2.4     
β-CD 2.6     
 
In accordo con i dati di nonequivalenza, per entrambe le ciclodestrine in miscela con il dipeptide 
LeuValOMe le frazioni molari nello stato legato dei due enantiomeri sono esattamente le stesse (xC = 
0.06 e 0.12 in presenza di CD-TyrCOOH e β-CD, rispettivamente) (tabella 2.21). 
Il grado di complessazione dei dipeptidi LeuValOBz e ValLeuOBz è notevolmente superiore, 
sia in presenza della CD-TyrCOOH che in miscela con la β-CD, rispetto a quello riscontrato  per gli 
analoghi composti in forma di metil esteri e, ovviamente, questo giustifica l’andamento delle non 
equivalenze riportate in tabella 2.20. 
La β-ciclodestrina nativa è però in grado non solo di differenziare con superiore efficienza i 
nuclei dei dipeptidi ma anche di legare più fortemente tali substrati.  
Il confronto tra i dati di diffusione e quelli di nonequivalenza sottolinea, inoltre, che questi 
ultimi non possono dipendere esclusivamente dalla differenza di stabilità termodinamica dei complessi 
diastereoisomerici ma devono necessariamente essere influenzati anche da differenze nella loro 
stereochimica. Nel caso dei solvati LL-LeuValOBz/CD-TyrCOOH e DD-LeuValOBz/CD-TyrCOOH, 
infatti, è stata misurata nonequivalenza dei protoni del substrato nonostante le frazioni molari nello 
stato legato siano identiche per i due enantiomeri (tabelle 2.20 e 2.21). 
Infine, è stata condotta un’analisi delle interazioni dipolari intermolecolari nelle miscele 
contenenti la CD-TyrCOOH ed i dipeptidi in forma di esteri metilici, al fine di ottenere ulteriori 
informazioni circa le modalità di complessazione e per cercare di verificare se l’autoinclusione del 
residuo di tirosina preclude o meno l’inclusione dei substrati nella cavità della ciclodestrina.  
Vista la bassa concentrazione alla quale abbiamo potuto operare e l’esigua quantità di substrato 
in forma legata gli effetti ROE intermolecolari sono risultati estremamente deboli. È comunque 
interessante sottolineare che, nonostante tale difficoltà, è stato possibile chiarire che: a) anche in 
presenza del substrato chirale il residuo di tirosina ancorato sulla CD-TyrCOOH rimane incluso 
all’interno della sua cavità; b) in corrispondenza delle risonanze dei protoni metilici dei residui di 
leucina/valina sono rilevabili debolissimi effetti di correlazione dipolare sia con alcuni dei protoni H3 
della ciclodestrina che con i protoni Hm/Ho.  
Pertanto, non solo la presenza del dipeptide non altera la conformazione della CD-TyrCOOH 
ma l’autoinclusione del residuo di tirosina non sembra impedire l’inclusione del substrato chirale, che, 
probabilmente, avviene dalla parte della cavità di diametro maggiore, ovvero opposta rispetto a quella 
in corrispondenza della quale si verifica autoinclusione del pendaglio tirosile. 
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2.6.2.3 Osservazioni conclusive 
Lo studio condotto sulla 6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina ha permesso di 
mettere in evidenza che essa presenta una conformazione tronco-conica in soluzione acquosa. La 
presenza di un tampone fosfato che permette di mantenere il pH al valore fisiologico ne perturba, 
anche se solo parzialmente, la conformazione e, in sua presenza, alcune unità glucosidiche risultano 
ruotate attorno al legame glicosidico. 
In entrambe le condizioni di lavoro è stata comunque rilevata la profonda inclusione del residuo 
di tirosina ancorato a uno dei siti primari della ciclodestrina. I protoni aromatici, infatti, risultano in 
prossimità spaziale dei nuclei H3 ed H5 collocati all’interno dell’anello ciclomalotoeptaosico. 
 
Gli esperimenti di enantioriconoscimento condotti impiegando selezionati amminoacidi non 
derivatizzati quali substrati chirali enantiopuri e variando il pH delle miscele ciclodestrina/substrato 
hanno messo in evidenza che:  
a) la CD-TyrCOOH presenta una notevole affinità nei confronti di tali substrati e, in particolare, che i 
valori più alti delle costanti di eterocomplessazione sono stati misurati per la tirosina. Questo dato è di 
notevole rilevanza in quanto la ciclodestrina mostra la maggiore affinità proprio per l’amminoacido che 
corrisponde al residuo amminoacidico su di essa ancorato; 
b) è stata messa in evidenza la dipendenza dal pH della capacità della CD-TyrCOOH di discriminare 
tra gli enantiomeri dei vari amminoacidi.  
 
Infine, lo studio preliminare condotto impiegando quali substrati chirali dei dipeptidi ha fornito 
risultati inaspettati in quanto tali composti vengono meglio discriminati e più stabilmente complessati 
dalla β-ciclodestrina nativa che non dalla CD-TyrCOOH. 
L’analisi degli effetti ROE intermolecolari in miscele della CD-TyrCOOH con i dipeptidi in 
forma di metilesteri, inoltre, ha mostrato che la presenza del dipeptide non altera la conformazione 
della CD-TyrCOOH in quanto il residuo di tirosina rimane incluso all’interno della ciclodestrina. 
Probabilmente ciò sfavorisce l’inclusione dei dipeptidi da noi presi in considerazione e, giustifica la 
minore stabilità dei solvati diastereoisomerici formati in soluzione rispetto alla β-CD. Nel caso degli 
amminoacidi, la notevole sensibilità dei processi di complessazione al pH indica il ruolo di interazioni 
attrattive tra gruppi ionizzabili degli amminoacidi e del pendaglio tirosile della ciclodestrina e 
suggerisce, per eventuali studi futuri, di utilizzare dipeptidi con funzionalizzazioni diverse e, in 
particolare, l’analisi di dipeptidi contenenti il frammento tirosina. 
 
 
2.7 Ciclodestrine idrofiliche. Carbossimetil-β-ciclodestrina vs  
β-ciclodestrina: meccanismo di interazione con il ketotifen fumarato 
 
2.7.1 Introduzione 
La presenza nelle ciclodestrine di una cavità apolare e di una superficie esterna polare è 
responsabile della loro abilità ad agire quali agenti complessati in grado di formare complessi di 
inclusione con substrati apolari o contenenti nella loro struttura frammenti con carattere idrofobico. Il 
manifestarsi di processi di inclusione di questo tipo conduce generalmente ad un incremento della 
solubilità in acqua dei substrati stessi e permette di ottenere sistemi a rilascio e trasporto controllato. 
Sono di seguito riportati i risultati dello studio del meccanismo di interazione del ketotifene 
fumarato (KT) (figura 2.42), un farmaco antinfiammatorio, con la β-ciclodestrina (βCD) e con la 
carbossimetil-β-ciclodestrina (CMβCD) (figura 2.42).[35] 
Il ketotifene fumarato è un farmaco ampiamente utilizzato in ambito medico in due forme: la 
forma oftalmica, impiegata nel trattamento di congiuntiviti allergiche, e la forma orale, impiegata nei 
trattamenti di prevenzione degli attacchi di asma. Esso è formulato in presenza di β-CD nel Sosefen 
(So. Se. Pharm S.r.l.). 
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Nonostante l’impiego della βCD sia ovviamente conveniente dal punto di vista pratico essa 
presenta una solubilità in acqua comunque abbastanza bassa e pari a circa 2 g/100 cm3 di acqua. 
Pertanto, al fine di ovviare a questo problema sono stati sintetizzati numerosi suoi derivati, i quali 
generalmente presentano gruppi funzionali a carattere anionico oppure cationico. 
Tra tali ciclodestrine derivatizzate contenenti gruppi ionici la nostra attenzione si è rivolta alla  
CMβCD (figura 2.42), in quanto essa presenta dei gruppi a carattere acido potenzialmente in grado di 
interagire con l’azoto basico del ketotifene e, quindi, di sostituire il suo controione fumarato. 
Da osservare riguardo la struttura della CMβCD, è che il gruppo derivatizzante carbossimetilico 
è stato introdotto per modifica dell’ossigeno O(2), che il grado di sostituzione è di circa tre e che la sua 
solubilità in acqua è circa 25 volte superiore rispetto a quella della βCD nativa  
(~ 50 g/100 cm3 di acqua). 
 
 
Figura 2.42 – Strutture di βCD, CMβCD e KT 
 
 
2.7.2 Risultati e Discussione 
2.7.2.1 Analisi 1H NMR 
Lo studio dell’interazione tra il KT e le due ciclodestrine CMβCD e βCD ha avuto inizio con 
l’osservazione ed analisi degli spettri protonici delle corrispondenti miscele in soluzione acquosa sia in 
presenza che in assenza del tampone fosfato e a diversi rapporti molari KT/ciclodestrina.  
La maggior parte delle risonanze dei protoni corrispondenti sui due enantiomeri del KT 
risultano differenziate come conseguenza della formazione di solvati diastereoisomerici con le due 
ciclodestrine. La nostra attenzione si è però principalmente focalizzata sulle risonanze dei protoni H1 
ed H3 (figura 2.42) in quanto ben risolte e non sovrapposte ad altri segnali nello spettro.  
In acqua, in presenza di un tampone fosfato a pH fisiologico (pH = 7.4), si osservano differenze 
significative nei valori di nonequivalenza misurati in presenza delle due ciclodestrine (tabella 2.22 e 
figura 2.43). Il protone H3 dei due enantiomeri del KT risulta discriminato con efficienza nettamente 
superiore dalla CMβCD rispetto alla βCD. Relativamente al protone H1, invece, le differenze nelle 
nonequivalenze misurate in presenza delle due ciclodestrine sono decisamente più piccole.  
In entrambe i casi, se si passa ad un rapporto KT/ciclodestrina di 1 a 5 (tabella 2.23 e figura 
2.43), la nonequivalenza dei protoni aromatici del KT incrementa in modo significativo così come 
aumentano gli shift di complessazione. Inoltre, sia in miscela equimolare che in presenza di un eccesso 
di agente complessante, i protoni del gruppo metilico del KT, che è legato all’azoto amminico, 
risultano discriminati con notevole efficienza esclusivamente dalla βCD.  
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Figura 2.43 – Regioni dello spettro 1H NMR (D2O, pH = 7.4, 600 MHz, 25 °C) relativo alla risonanza dei protoni H3 ed H1 
del KT in miscela con (a) 1 equivalente di CMβCD (10mM), (b) 1 equivalente di βCD (10mM), (c) 5 equivalenti di CMβCD 
(10mM) e (d) 5 equivalnti di βCD (10mM) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In presenza del tampone, incrementando progressivamente la concentrazione della soluzione e 
mantenendo invariato e pari ad 1 a 1 il rapporto KT/CMβCD, è stato altresì osservato un aumento 
delle non equivalenze dei protoni del KT (tabella 2.24), con l’unica eccezione del nucleo H1 per il quale 
la nonequivalenza rimane praticamente invariata. L’andamento dell’efficienza enantiodisriminante della 
CMβCD nei confronti dei protoni H3 e metilici è conseguenza diretta dell’effetto favorevole 
dell’aumento della concentrazione totale della soluzione sugli equilibri di eterocomplessazione. 
 
 
 
Tabella 2.22 1H NMR chemical shift (δH, ppm, D2O, pH=7.4, 600 MHz, 25 °C) di selezionati 
protoni del KT (10 mM) puro e in presenza di un equivalente di βCD o CMβCD. Shift di 
complessazione (ppm, δC-δL) e nonequivalenze ∆δ (Hz, |δR-δS|) di selezionati protoni del KT 
 KT βCD/KT CMβCD/KT 
 δH δH δC-δL ∆δ δH δC-δL ∆δ 
H1 7.77 0.04 7.78 0.05 
H1’ 
7.73 
7.78 0.05 
6.2 
7.79 0.06 
5.1 
H3 7.30 0.01 7.28 0.01 
H3’ 
7.29 
7.33 0.04 
17.5 
7.36 0.07 
46.6 
Me 2.62 -0.08 
Me’ 
2.70 
2.59 -0.11 
20.3 2.73 0.03 0 
Nota: i protoni dei due enantiomeri sono stati nominati con apice il più deschermatoe senza apice quello a 
chemical shift più basso 
Tabella 2.23 1H NMR chemical shift (δH, ppm, D2O, pH=7.4, 600 MHz, 25 °C) di selezionati 
protoni del KT (2 mM) puro e in presenza di 5 equivalenti di βCD (10 mM) o CMβCD (10 mM). 
Shift di complessazione (ppm, δC-δL) e nonequivalenze ∆δ (Hz, |δR-δS|) di selezionati protoni del 
KT 
 KT βCD/KT CMβCD/KT 
  δH  δC-δL ∆δ  δH  δC-δL ∆δ  
H1 7.80 0.07 7.81 0.08 
H1’ 
7.73 
7.83 0.10 
20.2 
7.83 0.10 
14.5 
H3 7.32 0.03 7.30 0.01 
H3’ 
7.29 
7.38 0.09 
30.7 
7.40 0.11 
63.4 
Me 2.56 -0.15 
Me’ 
2.71 
2.48 -0.23 
48.0 2.73 0.02 0 
Nota: i protoni dei due enantiomeri sono stati nominati con apice il più deschermatoe senza apice quello a 
chemical shift più basso 
7.37.47.57.67.77.8
7.8 7.6 7.4 ppm
7.37.47.57.67.77.8
7.8 7.6 7.4 ppm
H1H1’
H3H3’
H3H3’
H1H1’ H3H3’
H1H1’
H3H3’
H1
H1’
(a)
(d)
(b)
(c)
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∆δ = 17.5 Hz
∆δ = 6.2 Hz
∆δ = 5.1 Hz
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Tabella 2.24 Nonequivalenze ∆δ (Hz, |δR-δS|, 600 MHz, D2O, pH = 7.4, 25 °C) 
misurate per selezionati protoni del KT (2 mM, 10 mM e 40 mM) in presenza di 1 
equivalente di CMβCD 
 2 mM 10 mM 40 mM 
H1 4.9 5.1 4.9 
H3 30.7 46.6 49.2 
Me 0 0 6.2 
 
L’analisi degli spettri protonici di miscele equimolari KT/ciclodestrina, registrati in soluzioni 
non tamponate, ha permesso di evidenziare che anche in questo caso la CMβCD è in grado di 
differenziazione i nuclei H3 dei due enantiomeri del KT con efficienza nettamente superiore rispetto 
alla βCD (tabella 2.25). Differentemente rispetto a quanto osservato in presenza del tampone, la βCD 
riesce a indurre nonequivalenza dei nuclei H1 del KT solo quando presente in eccesso molare rispetto a 
quest’ultimo (tabella 2.25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Da notare è, infine, che in assenza del tampone, differentemente da quanto osservato in 
soluzioni a pH = 7.4, la CMβCD discrimina i protoni metili del KT con efficienza addirittura superiore 
rispetto alla βCD. 
Pertanto, la ciclodestrina derivatizzata presenta, in assenza del tampone un maggiore potere 
enantiodiscriminante, rispetto alla β-CD, nei confronti dei protoni H3 del substrato racemo. 
 
È interessante osservare, infine, che tutti i protoni della β-ciclodestrina nativa risentono della 
presenza del KT, sia in ambiente tamponato che in assenza del tampone, come dimostrato dai 
corrispondenti shift di complessazione (tabella 2.26). D’altra parte i chemical shift dei protoni H3 ed 
H5, che sono collocati all’interno della sua cavità, sono quelli che subiscono le variazioni più 
significative (tabella 2.25) e questo è fortemente indicativo della formazione di complessi di inclusione 
tra il KT e la β-CD nativa. 
 
Tabella 2.26 1H NMR chemical shift (δH, ppm, D2O, 600 MHz, 25 °C) dei protoni 
della βCD pura (10 mM) ed in presenza di 1 equivalente di KT (10 mM). Shift di 
complessazione (ppm, δC-δfL). In parentesi sono riportati i dati relativi alle 
corrispondenti miscele ma in presenza del tampone fosfato (pH = 7.4) 
 βCD βCD/KT δmix-δfree 
 δH   
H1 4.97 (4.93) 4.91 (4.89) -0.06 (-0.04) 
H2 3.55 (3.51) 3.54 (3.52) -0.01 (-0.01) 
H3 3.86 (3.83) 3.58 (3.54) -0.28 (-0.29) 
H4 3.48 (3.45) 3.42 (3.39) -0.06 (-0.06) 
H5 3.76 (3.73) 3.52 (3.50) -0.24 (-0.23) 
H6 3.77 (3.75) 3.74 (3.71) -0.03 (-0.04) 
Tabella 2.25 1H NMR chemical shift (δH, ppm, D2O, 600 MHz, 25 °C) di selezionati protoni del KT (10 
mM) puro e in presenza di 1 equivalente di βCD o CMβCD. Shift di complessazione (ppm, δC-δL) e 
nonequivalenze ∆δ (Hz, |δR-δS|) di selezionati protoni del KT. In parentesi i dati riferiti al KT (2 mM) in 
assenza ed in presenza di 5 equivalenti di βCD o CMβCD (10 mM). 
 KT βCD/KT CMβCD/KT 
 δH δH δC-δL ∆δ δH δC-δL ∆δ 
H1 7.80 (7.82) 0.09 (0.06) 7.81 (7.85) 0.10 (0.09) 
H1’ 
7.71 
(7.76) 7.80 (7.83) 0.09 (0.07) 
0 
(6.9) 7.82 (7.83) 0.11 (0.07) 
5.1 
(11.6) 
H3 7.34 (7.35) 0.05 (0.02) 7.32 (7.44) 0.03 (0.11) 
H3’ 
7.29 
(7.33) 7.37 (7.39) 0.08 (0.06) 
16.5 
(26.7) 7.40 (7.33) 
0.11 
(0) 
50.3 
(66.6) 
Me 2.77 (2.78) 0.05 (0.04) 2.77 (2.80) 0.05 (0.06) 
Me’ 
2.72 
(2.74) 2.76 (2.77) 0.04 (0.03) 
5.9 
(3.8) 2.78 (2.78) 0.06 (0.04) 
7.3 
(13.7) 
Nota: i protoni dei due enantiomeri sono stati nominati con apice il più deschermatoe senza apice quello a chemical 
shift più basso 
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2.7.2.2 Determinazione delle costanti di eterocomplessazione  
Un’analisi più approfondita del meccanismo di interazione tra il KT e le due ciclodestrine è stata 
successivamente realizzata al fine di ottenere maggiore informazioni sia circa gli equilibri di 
complessazione che in soluzione portano alla formazione di addotti molecolari ciclodestrina/KT, sia 
indagando la stereochimica dei solvati diastereoisomerici stessi (paragrafo 2.7.2.3). 
La determinazione delle costanti di eterocomplessazione relative agli equilibri suddetti è stata 
eseguita applicando il metodo Foster-Fyfe, ovvero, analizzando l’andamento dei chemical shift del 
protone H1 del KT  secondo la procedura descritta in dettaglio nel capitolo 1. Generalmente il metodo 
Foster-Fyfe viene applicato eseguendo l’analisi in miscele contenenti i singoli enantiomeri puri del 
substrato in presenza dell’agente complessante, in letteratura è però riportato un lavoro in cui si 
propone l’impiego di tale metodo in modo alternativo, ovvero utilizzando il substrato racemo.[36] 
Nel caso in esame, avendo a disposizione solamente il KT racemo, abbiamo pertanto deciso di 
procedere seguendo la procedura proposta da Allenmark et al.[36] (capitolo 5) e proponendoci però per 
il futuro di verificare la validità dei dati così ottenuti ripetendo l’analisi sui singoli enantiomeri del 
substrato. 
Le misure sono state effettuate utilizzando KT di concentrazione assai bassa e pari a 0.2 mM in 
presenza di ciclodestrina in eccesso variabile da circa 1:20 a 1:70 per la βCD e da circa 1:20 a 1:100 per 
la CMβCD. È da osservare che anche nei casi in cui nelle condizioni relative ai dati riportati in tabella 
2.25, non è stata misurata nonequivalenza, tuttavia differenziazione dei segnali NMR è stata ottenuta in 
presenza di eccessi crescenti di ciclo destrina ed è stato così possibile evidenziare la diversa stabilità dei 
complessi formati dalle due ciclodestrine con gli enantiomeri del KT.  
In ambiente tamponato sono stati ottenuti valori molto elevati delle costanti di 
eteroassociazione per i complessi CMβCD/KT e βCD/KT (tabella 2.27). In particolare, la βCD dà 
origine a complessi più stabili e maggiormente differenziati rispetto alla CMβCD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
In ambiente acquoso non tamponato l’andamento è totalmente diverso (tabella 2.28), ovvero, le 
costanti di eteroassociazione dei complessi CMβCD/KT e βCD/KT differiscono in modo molto più 
marcato, circa un ordine di gradezza, e sono nettamente superiori in presenza della CMβCD. Infine, è 
da osservare che la maggiore differenziazione delle costanti di associazione per i due enantiomeri del 
KT si ha proprio nel caso della CMβCD che in acqua non tamponata è in grado di produrre una 
superiore nonequivalenza dei protoni H1 del KT (tabella 2.25). 
 
  
 
 
 
 
 
 
2.7.2.3 Determinazione della stereochimica di complessazione 
L’analisi degli spettri protonici delle miscele del KT racemo con le due ciclodestrine CMβCD e 
βCD ha permesso in modo molto semplice e diretto di evidenziare l’interazione substrato 
chirale/ciclodestrina prevalentemente sulla base degli effetti di anisocronia indotti dalle ciclodestrine 
sui protoni corrispondenti dei due enantiomeri del substrato. L’analisi degli shift di complessazione 
Tabella 2.27 Costanti di eterocomplessazione (K, M-1) dei complessi 
CMβCD/KT e βCD/KT ottenute tramite il metodo di Foster-Fyfe (D2O, 
600 MHz, 25 °C) 
 CM-β-CD/KT β-CD/KT 
H1 1800 2251 
H1’ 1223 1199 
Tabella 2.28 Costanti di eterocomplessazione (K, M-1) dei complessi 
CMβCD/KT e βCD/KT ottenute tramite il metodo di Foster-Fyfe (D2O, 
pH = 7.4, 600 MHz, 25 °C) 
 CMβCD/KT βCD/KT 
H1 3670 337 
H1’ 1696 179 
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della βCD ha invece fornito informazioni preliminari circa la possibile inclusione del KT nella sua 
cavità, mentre i valori delle costanti di eterocomplessazione precedentemente calcolati permettono di 
concludere che i complessi CMβCD/KT e βCD/KT sono tutti molto stabili.  
Per completare e approfondire tale studio circa il meccanismo di interazione delle due 
ciclodestrine con gli enantiomeri del KT è però necessario ottenere informazioni anche circa la 
stereochimica di complessazione, a tal fine è stata pertanto eseguita un’analisi degli effetti ROE 
intermolecolari (capitolo 1). 
Lo studio delle correlazioni dipolari osservabili nella mappa 2D ROESY della miscela KT/βCD 
(1 a 1, pH = 7.4) ha messo chiaramente in evidenza la presenza di effetti ROE intermolecolari in grado 
di fornire informazioni circa l’interazione tra i due composti in esame (figura 2.44).  
In particolare, il protone H3 della βCD (figura 2.42), posto sul bordo di diametro maggiore della 
sua struttura tronco-conica, produce effetti ROE sui protoni H1/H1’ ed H2 del KT (figura 2.44a) più 
intensi rispetto a quelli che origina su di essi il nucleo H5 (figura 2.44b).  
Effetti ROE molto intensi sono inoltre osservati tra il nucleo H5 della βCD, che si trova nella 
parte più stretta della cavità, ed i protoni H3/H3’ dei due enantiomeri del KT. 
Tali informazioni permettono pertanto di confermare che l’interazione avviene tramite un 
processo di inclusione del KT all’interno della βCD (figura 2.45), ma anche di stabilire l’orientazione 
dell’inclusione: il KT entra dalla parte di diametro maggiore della cavità della βCD, con l’anello 
aromatico mediamente più in profondità nella cavità della ciclodestrina rispetto all’anello tiofenico.  
 
 
Figura 2.44 - Tracce della mappa 2D ROESY (10 mM, D2O, pH = 7.4, 600 MHz, 25 °C, mix = 0.3s)  
relative al protone H3 (a) ed H5 (b) della βCD in presenza di un equivalente di KT racemo 
 
 
Figura 2.45 - Rappresentazione della stereochimica di interazione del KT con la βCD 
 
L’analisi delle tracce della mappa 2D ROESY corrispondenti alle risonanze dei protoni del KT 
fornisce ovviamente risultati in accordo con quelli appena discussi. È confermata la maggiore vicinanza 
del nucleo H3 della βCD al protone H2 del KT che non al suo protone H3/H3’. Quest’ultimo, d’altra 
parte, genera un effetto ROE di maggiore intensità in corrispondenza del protone H5 della βCD, a 
confermare la sua più profonda inclusione.  
È importante infine sottolineare che il confronto delle tracce relative ai protoni H3 ed H3’ dei 
due enantiomeri del KT permette di evidenziare, inoltre, che non ci sono differenze sostanziali nella 
stereochimica di complessazione dei due enantiomeri del substrato.  
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In ambiente non tamponato si ottengono risultati del tutto analoghi e quelli ottenuti 
mantenendo il pH al valore controllato di 7.4. 
La pressoché completa sovrapposizione delle risonanze corrispondenti ai protoni H3, H4, H5 ed 
H6/H6’ della CMβCD rende estremamente più difficoltosa l’analisi delle correlazioni dipolari 
intermolecolari relative a sue miscele con il KT racemo. D’altra parte, la completa assenza di effetti 
ROE tra i nuclei dei due enantiomeri del KT ed i protoni H1 della CMβCD indica che l’interazione non 
avviene sulla superficie esterna della ciclodestrina stessa. Pertanto, analogamente a quanto osservato 
per la βCD e in completo accordo con gli elevati valori delle costanti di eterocomplessazione 
precedentemente ricavati, è possibile ipotizzare che la ciclodestrina carbossimetilata includa i due 
enantiomeri del KT.  
Gli effetti ROE originati dai protoni H1 ed H2 del KT in corrispondenza dei nuclei metilenici 
del gruppo carbossimetilico presente nella ciclodestrina forniscono anche un’indicazione circa 
l’orientazione dell’inclusione. Il gruppo introdotto sulla sua ciclodestrina tramite derivatizzazione si 
trova infatti sul bordo di diametro maggiore della cavità della e, pertanto, l’inclusione deve avvenire da 
tale lato, in modo del tutto analogo a quanto si ha nel caso della βCD nativa (figura 2.45). 
Anche in questo caso in ambiente non tamponato si ottengono risultati del tutto analoghi e 
quelli ottenuti mantenendo il pH al valore controllato di 7.4. 
 
2.7.2.4 Osservazioni conclusive 
L’indagine NMR condotta sulle miscele del ketotifene fumarato in forma racema in presenza 
della β-CD e della CM-β-CD ha permesso di ricavare le seguenti informazioni: 
a) i due enantiomeri del substrato originano complessi di inclusione con entrambe le ciclodestrine; 
b) l’inclusione, in tutti i casi presi in esame, avviene dalla parte della cavità di diametro maggiore della 
ciclodestrina con l’anello aromatico del KT rivolto verso la parte più stretta della cavità stessa;  
c) la capacità di legare i due enantiomeri del KT risulta maggiormente differenziata per le due 
ciclodestrine in acqua piuttosto che in ambiente tamponato;  
d) in acqua la CM-β-CD forma complessi più stabili e meglio differenziati rispetto alla β-CD, in 
ambiente tamponato, infatti, tali differenze sono livellate e le due ciclodestrine si comportano in modo 
analogo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 74 
Bibliografia 
 
[1] (a) E.M. Martin Del Valle, Process Biochemistry 2004, 39, 1033 
 (b) E. Redenti, L. Szente, J. Szejtli, J. Pharm. Sci. 2001, 90, 979 
 
[2] Szejtli, J. in: Cyclodextrin Tecnology, Kluver Academic Publisher, Boston, 1988 
 
[3] (a) J. Snopek, E. Smolkova-Keulemansova, T. Czerh’ati, K.H. Gahm, A. Stalcup, in: J. Szejtli, T. Osa 
(Eds.), Comprehensive Supramolecular Chemistry, vol. 3, Cyclodextrins (Eds.: J. Szejtli, T. Osa), chapter 18: 
Cyclodextrins in Analytical Separation Methods, Pergamon Press, UK, 1996, pp. 515 
(b) Z. Juvancz, J. Szejtli, TrAC Trends Anal. Chem. 2002, 21, 379 
 (c) V. Schurig, Chirality 2005, 17, S205 
(d) V. Schurig, Annales Pharmaceutiques Francaises 2010, 68, 82 
 
[4] (a) H. Dodziuk, V. Kozminski, A. Ejchart, Chirality 2004, 16, 90 
(b) G. Uccello-Barretta, F. Balzano, P. Salvadori, Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 4023 
(c) G. Uccello-Barretta, L. Vanni, F. Balzano, J. Chromatogr. A 2010, 1217, 928 
 
[5] J.L. Atwood, J.E.D. Davies, D.D. Macnicol, F. Vögtle in: J. Szejtli, T. Osa (Eds.), Comprehensive 
Supramolecular Chemistry, vol. 3, Cyclodextrins, Pergamon Press, UK, 1996 
 
[6] (a) W. A. König, R. Krebber, P. Mischnick, J. High Resolut. Chromatogr. 1989, 12, 732 
(b) M. Juza, O. Di Giovanni, G. Biressi, V. Schurig, M. Mazzotti, M. Morbidelli, J. Chromatogr. A 1998, 
813, 333 
 
[7] (a) V. Schurig, H. Grosenick, M. Juza, Recl. Trav. Chim. Pays Bas 1995, 114, 211 
(b) H. Grosenick, V. Schurig, J. Chromatogr. A 1997, 761,181 
(c) H.Y. Aboul-enein, J. Bojarski, J. Szymura-Oleksiak, Biomed. Chromatogr. 2000, 14, 213 
(d) G. Biressi, F. Quattrini, M. Juza, M. Mazzotti, et al., Chem. Eng. Sci. 2000, 55, 4537 
(e) B. Kieser, C. Fietzek, R. Schmidt, G. Belge, U. Weimar, V. Schurig, G. Gauglitz, Anal. Chem. 2002, 74, 
3005 
(f) V. Schurig, R. Schmidt, J. Chromatogr. A 2003, 1000, 311 
 
[8] (a) J.E.H. Köhler, M. Hohla, M. Richters, W.A. König, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1992, 31, 319 
(b) K. Ramig, A. Krishnaswami, L.A. Rozov, Tetrahedron 1996, 52, 319 
(c) P.A. Levkin, A. Levkina, H. Czesla, S. Nazzi, V. Schurig, J. Sep. Sci. 2007, 30, 98 
(d) R. Schmidt, H.G. Wahl, H. Häberle, H.J. Dieterich, V. Schurig, Chirality 1999, 11, 206 
(e) V. Schurig, M. Juza, M. Preschel, G.J. Nicholson, E. Bayer, Enantiomer 1999, 4, 297 
(g) W. A. König, J. High Resolut. Chromatogr. 1993, 16, 569 
 
[9] (a) V. Schurig, TrAC Trends. Anal. Chem. 2002, 21, 647 
(b) V. Schurig, J. Chromatogr. A 2002, 965, 315 
(c) G. Sicoli, D. Kreidler, H. Czesla, H. Hopf, V. Schurig, Chirality 2009, 21, 183 
 
[10] (a) K. Bodenhofer, A. Hierlemann, M. Juzza, V. Schurig, W. Göpel, Anal. Chem.1997, 69, 4017  
(b) P. Kurzawski, A. Bogdanski, V Schurig, R. Wimmer, A. Hierlemann, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 
913 
(c) P. Kurzawski, A. Bogdanski, V Schurig, R. Wimmer, A. Hierlemann, Anal. Chem. 2009, 81, 1969 
 
[11] (a) P. Shahgaldian, U. Pieles, Sensor 2006, 6, 593 
(b) X.L. Yin, J.J. Ding, S. Zhang, J. Kong, Biosens. Bioelectron. 2006, 21, 2184 
(c) H.Y. Aboul-Enein, R.I. Stefan, Crit. Rev. Anal. Chem. 1998, 28, 259 
 
[12] R. Schmidt, M. Roedere, O. Oeckler, A. Simon, V. Schurig, Chirality 2000, 12, 751 
 
[13] (a) G. Sicoli, F. Pertici, Z. Jiang, L. Jicsinszky, V. Schurig, Chirality 2007, 19, 391 
(b) G. Sicoli, Z. Jiang, L. Jicsinsky, V. Schurig, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 4092 
 
[14] (a) G. Uccello-Barretta, F. Balzano, A. Cuzzola, R. Menicagli, P. Salvadori, Eur. J. Org. Chem. 2000, 449 
(b) G. Uccello-Barretta, G. Sicoli, F. Balzano, P. Salvadori, Carbohydr. Res. 2003, 338, 1103 
(c) G. Uccello-Barretta, G. Sicoli, F. Balzano, P. Salvadori, Carbohydr. Res. 2005, 340, 271 
 
 75 
[15] T. Loftsson, M.E. Brewster, J. of Pharmacy and Pharmacology 2010, 62, 1607 
 
[16] (a) T. Kuwabara, M. Takamura, A. Matsushita, H. Ikeda, A. Nakamura, A. Ueno, F. Toda, J. Org. Chem. 
1998, 63, 8729 
 (b) K. Fujimoto, S. Yamada, M. Inouye, Chem. Commun. 2009, 7164 
 (c) H. Ikeda, Q. Li, A. Ueno, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 5420 
 (d) S. Pagliari, R. Corradini, G. Galaverna, S. Sforza, A. Dossena, M. Montalti, L. Prodi, N. Zaccheroni, R. 
Marcheli, Chem. Eur. J. 2004, 10, 2749 
 
[17] (a) M.C. Daniel, D. Astruc, Chem. Rev. 2004, 104, 293 
(b) B. Ziou, S. Hermans, G. A. Somorjai (Eds.), Nanotechnology in Catalysis, Springer, New York, 2004 
(c) G. Schmid, Cluster and Colloids: From Theory to Applications, VCH, New York, 1994 
(d) M. Brust, M. Walker, D. Bethell, D.J. Schiffrin, R. Whyman, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1994, 7, 801 
(e) E. Katz, I. Willner, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 6042 
 
[18] (a) N.L. Rosi, C. A. Mirkin, Chem. Rev. 2005, 105, 1547 
(b) E. Boisselier, D. Astruc, Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 1759 
(c) C.J. Murphy, A. M. Gole, J.W. Stone, P. N. Sisco, A. M. Alkilany, E.C. Goldsmith, S.C. Baxter, Acc. 
Chem. Res. 2008, 41, 1721 
(d) M. De, P.S. Ghosh, V. M. Rotello, Adv. Mater. 2008, 20, 4225 
(e) C.-K. Kim, P. Ghosh, V.M. Rotello, Nanoscale 2009, 1, 61 
 
[19] G. Uccello-Barretta, G. Sicoli, F. Bazlano, V. Schurig, P. Salvadori, Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 2504  
 
[20] G. Uccello-Barretta, F. Balzano, G. Sicoli, A. Scarselli, P. Salvadori, Eur. J. Org. Chem. 2005, 5349 
 
[21] A. Mele, G. Raffaini, F. Ganazzoli, M. Juza, V. Schurig, Carbohydr. Res. 2003, 338, 625 
 
[22] A. Bogdanski, K.L. Larsen, R. Wimmer, Tetrahedron 2008, 64, 1257 
 
[23] G. Uccello-Barretta, F. Balzano, L. Vanni, V. Schurig, “A comparison between chiral discrimination mechanisms by 
silylated-acetylated cyclodextrins and Lipodex E: inclusion vs superficial interactions”, 1st European Cyclodextrin 
Conference, Ottobre 2009, Aalborg (Danimarca) 
 
[24] G. Uccello-Barretta, F. Balzano, F. Pertici, L. Jicsinszky, G. Sicoli, V. Schurig Eur. J. Org. Chem. 2008, 11, 
1855 
 
[25] G. Uccello-Barretta, F. Pertici, F. Balzano, L. Vanni, G. Sicoli, V. Schurig, L. Jicsinszky, 
“Enantiodiscrimination phenomena of N-trifluoroacetylated amino acids by acetylated silylated cyclodextrins”, II 
Congresso Nazionale di Chimica e Tecnologia delle Ciclodestrine, Maggio 2009, Asti (Italia) 
 
[26] (a) C. Park, H. Youm, H. Kim, T. Noh, Y.H. Kook, E.T. Oh, H.J. Park, C. Kim, J. Mater. Chem. 2009, 19, 
2310 
(b) K.C. Grabar, R.G. Freeman, M.B. Hommer, M.J. Natan, J. Anal. Chem. 1995, 67, 735 
(c) J. Liu, S. Mendoza, E. Roman, M.J. Lynn, R. Xu, A.E. Kaifer, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 4304 
(d) J. Liu, J. Alvarez, A. E. Kaifer, Adv. Mater. 2000, 12, 1381 
 
[27] (a) G. Vitulli, C. Evangelisti, A.M. Caporusso, P. Pertici, N. Panziera, S. Bertozzi, P. Salvadori in: B. 
Corain, G. Schmid, N. Toshima (Eds.), Metal Nanoclusters in Catalysis Materials Science: The Issue of Size-
Control, Elsevier, Amsterdam, 2007, Chapter 32 
(b) K.J. Klabunde, Free Atoms, Clusters and Nanoscale Particles, Academic Press, San Diego, 1994 
 
[28] A. Aronica, E. Schiavi, C. Evangelisti, A.M. Caporusso, P. Salvadori, G. Vitulli, L. Bertinetti, G. Martra, J. 
Catal. 2009, 266, 250 
 
[29] (a) G. Uccello-Barretta, C. Evangelisti, P. Raffa, F. Balzano, S. Nazzi, G. Martra, G. Vitulli, P. Salvadori, J. 
Organomet. Chem. 2009, 694, 1813 
(b) C. Evangelisti, P. Raffa, F. Balzano, G. Uccello-Barretta, G. Vitulli, P. Salvadori, J. Nanosci. Nanotechnol. 
2008, 8, 2096 
 
[30] M.J. Hostetler, J.E. Wingate, C.-J. Zhong, J.E. Harris, R.W. Vachet, M.R. Clark, J.D. Londono, S.J. Green, 
J.J. Stokes, G.D. Wignall, G.L. Glish, M.D. Porter, N.D. Evans, R.W. Murray, Langmuir 1998, 14, 17 
 
 76 
[31] G. Uccello-Barretta, C. Evangelisti, F. Balzano, L. Vanni, F. Aiello, Zs. Vadasz, L. Jicsinszky, “Heptakis(6-
deoxy-6-thio)-β-cyclodextrin as stabilizer of gold nanoparticles obtained by Metal Vapour Synthesis”, 15th International 
Cyclodextrin Symposium, Maggio 2010, Vienna (Austria) 
 
[32]  C. Evangelisti, F. Balzano, L. Vanni, G. Uccello-Barretta, Zs. Vadasz, L. Jicsinszky, Synthesis of cyclodextrin 
stabilized gold nanoparticles by metal vapour synthesis: towards a better control of nanoparticles sizes”, 15th International 
Cyclodextrin Symposium, Maggio 2010, Vienna (Austria) 
 
[33] (a) H. Parrot-Lopez, H. Galons, A.W. Coleman, F. Djedaini, N. Keller, B. Perly, Tetrahedron: Asymmetry 
1990, 1, 367 
(b) W. Saka, Y. Yamamoto, Y. Inoue, R. Chfij, K. Takahashi, K. Hattori, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1990, 63, 
3175  
(c) K. Takahashi, Y. Ohtsuka, S. Nakada, K. Hattori, J. Inclusion Phenom. Mol. Recogn. Chem., 1991, 10, 63 
(d) K. Takahashi, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1993, 66, 550 
(e) K. Takahashi, K. Hattori, Supramol. Chem. 1993, 4, 305 
(f) F. Djeda'ini-Pilard, N. Azaroual-Bellanger, M. Gosnat, D. Vernet, B. Perly, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2 
1995, 723 
(g) P. Berthault, D. Duchesne, H. Desvaux, B. Gilquin, Carbohydr. Res. 1995, 276, 267 
 
[34] G. Uccello-Barretta, F. Balzano, L. Vanni, Zs. Vadasz, L. Jicsinszky, “6-Monodeoxy-6-mono 
(N-(L)-tyrosinyl)-β-cyclodextrin: synthesis, structure, stereochemistry and recognition phenomena by NMR spectroscopy”, 
15th International Cyclodextrin Symposium, Maggio 2010, Vienna (Austria) 
 
[35] L. Vanni, F. Balzano, G. Uccello Barretta, “Carboxymethylated β-cyclodexstrin vs β-cyclodexstrin: interaction 
mechanisms with ketotifene fumarate“, XI Convegno Scuola sulla Chimica dei Carboidrati (Pontignano, giugno 
2008)  
 
[36] L. Thunberg, S. Allenmark, Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 1507 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 77 
Capitolo 3: 
Derivati chirali di resorc[4]areni 
 
3.1 Introduzione 
 
3.1.1 Ciclofani, calixareni e resorcareni 
I ciclofani. Con il generico termine ciclofani (figura 3.1) viene indicata una vasta classe di 
composti macrociclici dove più anelli aromatici sono collegati fra loro da ponti idrocarburici. La loro 
classificazione è affidata ai vari elementi che caratterizzano il macrociclo, ovvero al numero di anelli 
aromatici, ai sostituenti su questi, alla tipologia dei ponti idrocarburici, alle loro disposizioni rispetto 
agli anelli nonché ai sostituenti sui ponti stessi.[1] 
 
 
 
Figura 3.1 
 
La principale caratteristica di tali composti è la presenza dalla cavità idrofobica formata dagli 
anelli aromatici e grazie alla quale, ad esempio, alcuni ciclofani idrocarburici sono in grado, nonostante 
non possiedano una conformazione rigida, di complessare cationi argento attraverso interazioni di tipo 
π sia in soluzione che allo stato solido.[2] L’inserimento di ulteriori siti di legame, quali le funzioni 
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ossidriliche oppure gruppi sostituenti sui ponti idrocarburici possono conferire maggiore rigidità al 
sistema e, quindi, permettere di stabilizzare eventuali loro complessi.  
Negli ultimi decenni i ciclofani hanno attirato l’interesse di molti gruppi di ricerca sia grazie alla 
loro relativa facilità di sintesi e manipolazione sia, ad esempio, per il loro interesse nello sviluppo di 
materiali avanzati quali ad esempio transistors[3] o diodi organici emettitori di luce.[4] 
Con l’intento di incrementarne le potenzialità per applicazioni di tipo ottico o elettronico, sono 
stati inoltre condotti molti esperimenti volti all’inserimento di vari gruppi funzionali. Tali strategie 
hanno promosso la creazione di sempre più numerose e nuove classi di loro derivati.[5] 
Fra i ciclofani, i m-ciclofani fenolici a ponte metilenico o alchilmetinico, detti calixareni e 
resorcareni rispettivamente (figura 3.1), sono di sicuro quelli maggiormente studiati in chimica organica 
così come in chimica supramolecolare. A differenza dei ciclofani non sostituiti questi ultimi, infatti, 
hanno la possibilità di formare legami a idrogeno intramolecolari con conseguente irrigidimento della 
cavità generata dai nuclei aromatici; tale caratteristica rende sia i calixareni che i resorcareni apprezzati e 
versatili materiali di partenza per la costruzione di sistemi più complessi e variamente funzionalizzati.[6] 
 
I calixareni. Il loro nome deriva dal latino “calix” (calice) e descrive la particolare forma a coppa 
determinata dalla reciproca disposizione degli anelli aromatici nel macrociclo. Tale nome, d’altra parte, 
è usato per tutti i m-ciclofani che hanno gruppi fenolici in posizione intranulare (calix[n]areni) o 
extranulare (resorcareni). I corrispondenti tetrameri ciclici del p-terz-butilfenolo, ad esempio, sono 
chiamati p-terz-butilcalix[4]areni: il numero fra parentesi specifica il numero di anelli aromatici e il 
sostituente in para è designato prima del nome del calixarene 
La condensazione di fenoli e formaldeide conduce alla formazione di una miscela di prodotti 
oligomerici assai complessa. Tuttavia alcuni fenoli funzionalizzati, qualora le condizioni di reazione 
siano specificatamente controllate, sono in grado di formare composti macrociclici ben definiti. Ad 
esempio, la condensazione catalizzata da basi di fenoli p-sostituiti e formaldeide promuove la 
formazione di una miscela di oligomeri lineari; impiegando p-terz-butilfenolo e formaldeide si 
ottengono, invece, principalmente oligomeri ciclici tetramerici, esamerici o ottamerici, che sono 
correntemente chiamati calixareni (figura 3.1).[6] Ulteriori indagini sull’influenza del tipo di base 
impiegata, dei rapporti fra i reagenti o della temperatura di reazione hanno permesso di mettere a 
punto procedure riproducibili[8] tramite le quali si ricavano miscele complesse di composti ciclici con 
un prodotto principale avente un numero pari di anelli aromatici. È stato comunque riscontrato che 
una grande quantità di base, nonché l’uso di KOH o RbOH, porta preferenzialmente alla formazione 
di calix[6]areni, mentre temperature più alte di reazione favoriscono la formazione di calix[4]areni. Gli 
ottameri e gli esameri ciclici sono prodotti del controllo cinetico, mentre il tetramero è il prodotto del 
controllo termodinamico. La sintesi dei calixareni con un numero dispari di anelli aromatici richiede, 
invece, condizioni di reazione strettamente controllate e le rese rimangono comunque relativamante 
basse.[7]  
Ad oggi, i calixareni costituiscono un’importante classe di composti, in primis per la particolare 
architettura troncoconica, che combina una regione polare ed una regione non polare. Tale proprietà li 
rende in grado di interagire con varie molecole “ospiti” (guest) e questo, unitamente alla disponibilità 
dei materiali di partenza, ne ha determinato la notevole diffusione.  
 
I resorcareni (o resorcinareni) invece, sono macrocicli derivati dal resorcinolo (figure 3.1 e 3.2) la 
cui struttura è costituita da quattro anelli aromatici legati tra loro in maniera da formare una struttura a 
corona, la quale a sua volta può essere stabilizzata da una rete di legami a idrogeno intramolecolari, che 
si possono formare tra gli ossidrili fenolici, e che conferiscono all’intera struttura rigidità e un aspetto 
toroidale.[8] 
La presenza dei gruppi ossidrilici di tipo fenolico sul bordo di diametro maggiore (“upper rim”) 
definito dagli anelli aromatici, unitamente alla possibilità di introdurre varie funzionalità sul bordo di 
diametro inferiore (“lower rim”), definito dallo spazio limitato dalle catene laterali R, ha aperto la strada 
alla sintesi di numerosi derivati di resorcareni dotati di ulteriori siti d’interazione.  
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3.1.2 Conformazioni dei resorcareni 
La flessibilità della struttura dei resorcareni/calixareni comporta l’esistenza di numerosi 
conformeri. D’altra parte, se si trascurano i sostituenti collocati sui ponti metilenici e sugli anelli 
aromatici, è evidente che lo scheletro dei calix[4]areni e dei resorcareni è lo stesso e, quindi, essi 
possono assumere assetti conformazionali simili (figura 3.3). La sterochimica di tali sistemi è definita in 
modo pressoché completo dalla combinazione dei seguenti tre parametri:[8] 
1) la conformazione dell’anello macrociclico (figura 3.3), che può corrispondere a sei strutture 
limite: a) corona, o cono (simmetria C4v); b) barca, o cono appiattito (C2v); c) diamante, o 1,2 alternata 
(Cs); d) sella, o 1,3-alternata (D2d); e) sedia, o cono parzialmente appiattito (C2h).  
Nei resorc[4]areni la struttura più comune (quella a “cono”) è molto simile, in soluzione, a quella 
dei calixareni fenolici, anche se in realtà è il risultato dell’equilibrio fra due forme equivalenti.[9] Solo 
una conformazione, ovvero quella a “cono appiattito”, definisce invece la struttura del macrociclo sia 
in fase solida[10] che gassosa.[12] A seguito di studi computazionali su quattro sistemi 
alchilresorcarenici è stato individuato anche un altro conformero, detto cono parzialmente appiattito 
(figura 3.3f).[12] Tale sistema, che rappresenta nei casi esaminati la soluzione a minor ingombro sterico 
ed è stato comprovato anche da analisi spettroscopiche dettagliate, è pur sempre considerabile un 
elemento appartenente all’insieme dei conformeri a sedia.[12a] 
 
 
Figura 3.2 – Struttura di un generico resorcarene 
 
2) la configurazione relativa delle catene laterali che dipende dalle orientazioni reciproche 
assunte dai sostituenti collocati sui ponti metilenici. Högberg[13] definì per primo uno schema di 
nomenclatura adatto ad indicare tutte le possibili disposizioni spaziali di tali sostituenti. Prendendo 
come riferimento la catena laterale sul carbonio 2 (vedi schema di numerazione capitolo 5 e figura 3.5) 
e denominandola r, si considerano le disposizioni cis o trans, indicate rispettivamente come c o t, delle 
catene sugli altri gruppi metinici, seguendo la sequenza C8, C14, C20. I sostituenti delle forme a cono e 
1,3-alternata si dispongono prefernzialmente tutti cis, ovvero rccc (figura 3.4). Alla conformazione 1,2-
alternata corrisponde, invece, una configurazione di tipo rtct, dove si evidenzia la posizione anomala 
del sostituente sul C14, appunto in trans rispetto alla catena sul C2. Per le conformazioni a cono 
parzialmente schiacciato [11] e a sedia[12] si parla invece di rccc e rctt ma non possono essere esclusi 
altri riarrangiamenti.[8b]  
 
3) le singole configurazioni dei sostituenti sul ponte metilenico, che, per un macrociclo avente 
simmetria appartenente al gruppo C, possono essere assiali o equatoriali. 
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Figura 3.3 –Rappresentazione di alcune delle possibili conformazioni limite che può assumere un resorc[4]arene 
 
 
 
 
Figura 3.4 - Nomenclatura secondo Högberg[13] dei sostituenti ai ponti metilenici 
 
3.1.3 Resorcareni come “enzyme mimics” 
Gli enzimi, sia naturali che artificiali, sono macromolecole in grado di discriminare con elevata 
enantioselettività gli enantiomeri di composti chirali. Tale comportamento è conseguenza delle 
numerose interazioni intermolecolari sito specifiche, non covalenti, attrattive e repulsive, che essi sono 
in grado di instaurare. Pertanto, lo studio e l’approfondimento dei meccanismi d’interazione di 
biomolecole, ovvero molecole aventi attività biochimica, con specifiche cavità recettoriali rappresenta 
un passaggio chiave nella comprensione delle basi della elevata selettività ed efficienza degli enzimi. 
D’altra parte, lo studio dei processi di riconoscimento molecolare chirale da parte di enzimi artificiali è 
considerato uno degli argomenti più ambiziosi e di difficile comprensione in biochimica, in ambito 
farmaceutico e in ambito catalitico.  
I resorcareni, che come precedentemente descritto sono recettori macrociclici, da lungo tempo 
sono considerati composti potenzialmente in grado di imitare il comportamento degli enzimi (“enzyme 
mimics”). Questo grazie alla loro caratteristica struttura che da un lato può essere resa asimmetrica 
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dalla presenza di opportuni pendagli chirali e dall’altro può contemplare uno o più isomeri 
conformazionali stabili nei quali gli anelli aromatici del ciclofano, non essendo coplanari, danno origine 
a cavità di forma e dimensioni ben definite.  
I resorcareni, quindi, devono la loro chiralità alla presenza dei gruppi che vi vengono introdotti 
per derivatizzazione e che rompono la simmetria del sistema originario, gruppi che però, orientandosi 
opportunamente nello spazio, sono anche in grado di generare a loro volta cavità di varia forma e 
dimensione in dipendenza della loro specifica struttura chimica. 
In letteratura sono numerosi i lavori riguardanti la sintesi e l’impiego di resorcareni 
derivatizzati,[14-17] tra i quali di particolare rilevanza ed interesse applicativo nell’ambito del 
riconoscimento chirale di biomolecole di vario tipo si sono dimostrati i resorcareni tetramerici 
derivatizzati con gruppi α-amminoacidici[14,15], peptidici[14,16] o ammidici[15,17] ancorati sui gruppi 
a ponte tra gli anelli aromatici.  
L’enantioselettività di tali “host” è stata estesamente studiata impiegando tecniche di vario tipo, 
quali la spettroscopia NMR[16,17c] e la spettrometria di massa,[14-17] affiancate a metodi di calcolo di 
meccanica e dinamica molecolare.[14-17] In particolare, la spettrometria di massa ESI-FT-ICR è stata 
impiegata per lo studio dei processi di riconoscimento chirale seguendo la cinetica in fase gassosa della 
reazione di spostamento che coinvolge il complesso resorcarene/biomolecola chirale ed un composto 
neutro, generalmente 2-butilammina.[15-17] Il vantaggio di studi di questo tipo è che essendo condotti 
in fase gassosa permettono di eliminare il contributo del solvente e quindi di ottenere una visione 
semplificata del sistema che può agevolare nella comprensione dei meccanismi di base con cui avviene 
l’interazione.  
Ammido[4]resorcareni contenenti quattro residui di L-valina,[15] ovvero caratterizzati da una 
struttura particolarmente flessibile, sono stati estesamente impiegati in studi di riconoscimento chirale 
di questo tipo nei quali sono stati selezionati come substrati gli enantiomeri di numerosi amminoacidi 
(alanina, serina, leucina, prolina, ecc.) e di alcuni alcaloidi della vinca (vinblastina e vincristina) 
attualmente impiegati quali farmaci antitumorali. Da tali studi di cinetica è emerso che, nel caso il 
substrato sia un amminoacido, la velocità della reazione di scambio è significativamente influenzata sia 
dalla configurazione assoluta dell’amminoacido che da quella della 2-butilammina, ovvero che tale 
resorcarene è fortemente enantioselettivo sia nei confronti della molecola uscente che di quella 
entrante. Per quanto riguarda invece lo studio condotto impiegando gli alcaloidi della vinca,[17c] in cui 
l’ammido[4]resorcarene contenente i residui di L-valina è stato confrontato con “host” aventi una 
struttura più rigida, ovvero contenenti pendagli diammidici ciclici, è emerso che l’enantioselettività è 
fortemente influenzata dalla specifica struttura delle catene chirali introdotte sul macrociclo. 
Risultati analoghi sono stati ottenuti impiegando resorc[4]areni contenenti due gruppi a ponte di 
tipo 1,2-cicloesildiammidici o 1,2-di-fenil-etilendiammidici (R(C)dpeda) quali recettori enantioselettivi 
per ammine ed amminoacidi.[17a,17b] È stato infatti riportato che resorcareni con struttura 
conformazionalmente più rigida, vedi R(C)dpeda, manifestano una selettività più marcata con alcuni 
substrati, quali ad esempio il triptofano e l’anfetamina, mentre risultano scarsamente selettivi nei 
confronti di altri. 
 
 
3.2 Risultati e discussione 
Lo studio di seguito riportato è stato eseguito con lo scopo di tentare di razionalizzare i risultati 
dei suddetti studi in fase gassosa riguardanti i complessi formati dai due resorc[4]areni enantiomerici 
(R,R) ed (S,S)R(C)dpeda con la 2’-deossicitidina (DC) (figura 3.5), i quali presentano reattività assai 
differenziata. 
In particolare il complesso DC/(R,R)R(C)dpeda reagisce con la 2-butilammina, mentre nessuna 
reazione di scambio è osservata per il complesso DC/(S,S)R(C)dpeda. 
La nostra indagine volta ad individuare l’origine di tale enantioselettività ha avuto come punto di 
partenza lo studio della conformazione mediamente assunta in soluzione dai due enantiomeri del 
resorcarene R(C)dpeda, che costituisce un’informazione essenziale per poter poi comprendere la 
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stereochimica di complessazione del substrato. A tal riguardo è da osservare che in letteratura era già 
stata riportata l’analisi conformazionale del resorcarene sulla base di calcoli di meccanica molecolare ed 
erano stati individuati i conformeri maggiormente popolati in soluzione di cloroformio.[17a] Tuttavia, 
la scarsa solubilità del resorcarene (e anche dei nucleosidi) in cloroformio, ci ha condotto ad indagare la 
conformazione in soluzione di DMSO-d6, alla concentrazione 40 mM.  
Successivamente abbiamo indagato la conformazione della 2’-deossicitidina in presenza ed in 
assenza dei resorcareni, al fine di valutare se la complessazione potesse dare origine a modifiche 
dell’organizzazione spaziale di tale substrato e abbiamo determinato sia i parametri termodinamici che 
la stereochimica di complessazione della deossicitidina. Al fine di valutare l’eventuale influenza sui 
processi di aggregazione da parte di variazioni nella struttura del substrato chirale, sono state indagate 
anche le caratteristiche dei complessi formati dai resorcareni enantiomerici R(C)dpeda con alcuni 
analoghi strutturali della DC (figura 3.3). 
 
 
Figura 3.5 – Struttura numerata del resorcarene (S,S)R(C)dpeda e dei quattro nucleosidi 2’-deossicitidina (DC), citidina (Cit), 
citosina-β-D-arabinofuranoside (Ara-C) e gemcitabina (GCit) 
 
 
3.2.1 Caratterizzazione ed analisi conformazionale dei resorcareni (S,S)R(C)dpeda e 
(R,R)R(C)dpeda 
Prima di procedere all’analisi dei processi di riconoscimento chirale che coinvolgono i 
resorcareni (S,S)R(C)dpeda ed (R,R)R(C)dpeda, vista la complessità del sistema di risonanze da essi 
originato, si è reso necessario eseguire una completa attribuzione dei loro spettri 1H NMR (figura 3.6) e 
13C NMR tramite analisi comparata di mappe bidimensionali di correlazione scalare omo- ed 
eteronucleare (g-COSY; TOCSY, g-HSQC ed HMBC) e di mappe di correlazione dipolare 
omonucleare (ROESY).  
I dati di caratterizzazione 1H NMR del resorcarene (S,S)R(C)dpeda sono riassunti in tabella 3.1 e 
la procedura di caratterizzazione è di seguito descritta in dettaglio. 
 
Punto di partenza per l’attribuzione dei segnali presenti nello spettro protonico di 
(S,S)R(C)dpeda è l’individuazione delle risonanze dei protoni di tipo ammidico, in quanto questi sono 
gli unici che non danno origine a correlazioni scalari nella mappa g-HSQC, non essendo direttamente 
legati ad atomi di carbonio. Tale esame preliminare ha messo in evidenza che i quattro protoni 
ammidici N-H30, N-H33, N-H42 ed N-H45 (figura 3.5), differentemente da quanto atteso, danno origine 
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a due doppietti che risuonano a 7.77 ppm e 8.01 ppm ed integrano complessivamente per due protoni. 
Questo risultato ha costituito una prima ma chiara indicazione della presenza di elementi di simmetria 
nella struttura del resorcarene in grado di rendere equivalenti alcuni dei suoi nuclei. 
 
 
Figura 3.6 – Spettro 1H NMR (40 mM, DMSO, 25 °C, 600 MHz) del resorcarene (S,S)R(C)dpeda 
 
Dall’analisi della mappa g-COSY è inoltre emerso che il protone ammidico centrato a 8.01 ppm 
(doppietto, J = 6.6 Hz) è accoppiato scalarmente con il protone che origina il doppio doppietto a 5.44 
ppm. Questo, a sua volta, mostra una correlazione scalare alla frequenza di un doppio doppietto 
centrato a 4.36 ppm e corrispondente ad un protone di tipo metinico (mappa g-HSQC). La 
correlazione a tre legami di quest’ultimo nucleo alla frequenza di 7.77 ppm ha infine permesso di 
attribuire la suddetta sequenza di risonanze alla catena 1,2-difeniletilendiammidica (tabella 3.1, figura 
3.5) e di concludere che le due catene sono tra loro equivalenti. 
Pertanto, il segnale a 8.01 ppm è stato assegnato ai protoni N-H30/N-H42, il doppio doppietto a 
5.44 ppm ai nuclei H31/H43 mentre quello alla frequenza di 4.36 ppm è originato dai protoni H32/H44; 
ai nuclei N-H33/N-H45 resta attribuita la risonanza a 7.77 ppm. 
La correlazione scalare a lungo raggio (mappa TOCSY) tra i protoni H31/H43 e H32/H44 alla 
frequenza di 7.32 ppm, corrispondente ad un doppietto che integra per otto protoni, ha permesso 
inoltre di individuare la risonanza dei protoni in posizione orto sui sostituenti fenilici del ponte 1,2-
etilendiammidico (H35/H38/H47/H50). Infine, l’analisi del sistema di accoppiamento di questi ultimi ha 
permesso di individuare nella regione dello spettro compresa tra 7.01 ppm e 7.10 ppm le risonanze 
parzialmente sovrapposte dei protoni in posizione meta e para su tali anelli aromatici (tabella 3.1). 
 
È importante osservare che l’equivalenza delle due catene ancorate ai gruppi metilenici del 
macrociclo può essere giustificata solo assumendo la presenza di un piano di simmetria per la molecola 
parallelo ai due anelli B/D e che interseca gli anelli aromatici A/C; in tal modo i protoni aromatici 
posti su questi ultimi (H23/H25 e H11/H27) vengono a trovarsi esattamente su tale piano. 
In accordo con tale conclusione, nello spettro 1H NMR, alla frequenza caratteristica di risonanza 
dei protoni di gruppi metossilici (~ 4 ppm), sono stati individuati quattro singoletti ciascuno 
corrispondente a sei protoni. Questo ci ha permesso di confermare che anche gli otto gruppi 
metossilici di (S,S)R(C)dpeda sono tra loro a due a due equivalenti. 
 
Due ulteriori sistemi di correlazione sono stati individuati nello spettro protonico e riguardano i 
nuclei responsabili del tripletto centrato a 4.72 ppm e del doppio doppietto a 4.77 ppm. Ciascuno di 
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tali segnali è risultato integrare per due protoni e nella mappa g-HSQC produce una correlazione di 
fase positiva ad indicare che deve trattarsi di protoni di tipo metinico. Dall’analisi della mappa g-COSY 
è inoltre emerso che il protone che risuona a 4.72 ppm dà accoppiamento scalare (J = 8.2 Hz) con il 
sistema di risonanze metileniche (g-HSQC) a 2.59 ppm (multipletto, 2 protoni), mentre il nucleo che 
origina il segnale a 4.77 ppm è accoppiato con i protoni metilenici (g-HSQC) che risuonano a 2.63 ppm 
e 2.51 ppm. Tali correlazioni sono coerenti con i sistemi protonici relativi ai gruppi metinici sul ponte 
del macrociclo (protone H2/H8/H14/H20) e ai protoni metilenici diastereotopici adiacenti a 
quest’ultimo (protoni H29/H29’/H34/H34’/H41/H41’/H46/H46’). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’osservazione di una correlazione dipolare nella mappa 2D ROESY di (S,S)R(C)dpeda tra i 
protoni che risuonano a 4.72 ppm (figura 3.7f) ed i nuclei N-H33/N-H45 ha permesso di attribuire il set 
di risonanze a 4.72 ppm e 2.59 ppm, rispettivamente, ai protoni H8/H20 e H34/H34’/H46/H46’. Per 
esclusione i segnali alle frequenze di 4.77 ppm, 2.63 ppm/2.51 ppm sono stati attribuiti, 
rispettivamente, ai nuclei H2/H14 e H29/H29’/H41/H41’ (figura 3.5). 
 
Infine, restano da attribuire i segnali protonici che si trovano ad alte frequenze, ovvero in zona 
aromatica (5.82 ppm, 6.28 ppm, 6.58 ppm, 6.86 ppm), nonché i quattro singoletti molto intensi che 
sono originati dalle risonanze dei gruppi metossilici (3.81 ppm, 3.80 ppm, 3.39 ppm, 3.31 ppm). 
Dall’analisi accurata degli effetti ROE osservati nella mappa 2D ROESY è stato possibile ricavare 
informazioni a tal proposito: 
a) i protoni H2/H14 originano effetto ROE in corrispondenza dei singoletti a 3.39 ppm e 3.80 
ppm (figura 3.7e) che pertanto sono originati dalle risonanze di MeO4’/MeO16’/MeO12’/MeO24’; 
b) i nuclei H8/H20 originano effetto ROE in corrispondenza dei singoletti a 3.31 ppm e 3.81 
ppm (figura 3.7f) da associare ai gruppi metilenici MeO6’/MeO10’/MeO18’/MeO22’; 
c) i gruppi metossilici che risuonano a 3.31 ppm e 3.39 ppm originano entrambi un effetto ROE 
alla frequenza di 6.28 ppm (singoletto), pertanto devono essere collocati sullo stesso anello aromatico. 
Tabella 3.1 Parametri 1H NMR (600 MHz, DMSO, 40mM, 
25 °C) di (S,S)R(C)dpeda: chemical shift (δH, ppm, riferiti al 
TMS quale standard esterno) e costanti di accoppiamento (J, 
Hz) 
 δH i-j, J 
H2/H14 4.77 (dd) 2-29’, 12.6; 2-29, 4.4 
MeO4’/MeO16’ 3.39 (s)  
H5/H17 6.28 (s)  
MeO6’/MeO18’ 3.31 (s)  
H8/H20 4.72 (t) 8-34, 8.2; 8-34’, 8.2 
MeO10’/MeO22’ 3.81 (s)  
H11/H23 6.58 (s)  
MeO12’/MeO24’ 3.80 (s)  
H25/H27 5.82 (s)  
H26/H28 6.86 (s)  
H29/H41 2.63 (m)  
H29’/H41’ 2.51 (m)  
N-H30/N-H42 8.01 (d) 30-31, 6.6 
H31/H43 5.44 (dd) 
31-32, 11.6; 31-30, 
6.6 
H32/H44 4.36 (dd) 
32-31, 11.6; 32-33, 
7.5 
N-H33/N-H45 7.77 (d) 33-32, 7.5 
H34/H46 2.59  
H34’/H46’ 2.59  
H35/H47 7.32 (d) 7.2 
H36/H48, H37/H49, 
H39/H51, H40/H52 
7.01-7.10  
H38/H50 7.32 (d) 7.2 
Molteplicità tra parentesi: s, singoletto; d, doppietto; dd, doppio 
doppietto; m, multipletto, s sl, singoletto slargato 
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In modo analogo i protoni alla frequenza di 3.80 ppm/3.81 ppm risultano spazialmente vicini ai nuclei 
che risuonano a 6.58 ppm. 
e) H2/H14 ed H8/H20 risultano dipolarmente accoppiati in modo pressoché equivalente con i 
protoni aromatici che risuonano a 5.82 ppm e 6.86 ppm e devono corrispondere alla risonanza di 
H25/H26/H27H28. Le risonanze a 6.28 ppm e 6.58 ppm restano pertanto attribuite a H5/H17/H11/H23; 
Quindi, gli otto protoni aromatici presenti sulla struttura macrociclica del resorcarene sono a 
due a due equivalenti, in accordo con le proprietà di simmetria del sistema. L’effetto ROE osservato 
alla frequenza di N-H30/N-H42 (figura 3.7a) con il singoletto centrato a 6.86 ppm ne ha permesso 
l’attribuzione ai protoni H26/H28. Per esclusione e sulla base delle suddette osservazioni in merito alle 
correlazioni dipolari intramolecolari, il singoletto a 5.82 ppm è stato assegnato a H25/H27. Le risonanze 
a 3.31 ppm e 3.39 ppm sono attribuite, rispettivamente, ai gruppi MeO6’/MeO18’ e MeO4’/MeO16’, 
conseguentemente il singoletto alla frequenza di 6.28 ppm è da assegnare a H5/H17.  
Infine, i segnali a 3.80 ppm e 3.81 ppm devono essere necessariamente originati dai protoni 
metossilici MeO12’/MeO24’ e MeO10’/MeO22’, rispettivamente, e ad i protoni H11/H23 si attribuisce la 
risonanza a 6.58 ppm (tabella 3.1). 
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Figura 3.7 – Tracce della mappa 2D ROESY (600 MHz, DMSO, 25 °C, 40 mM, mix =  0.6 s) corrispondenti ai seguenti 
protoni di (S,S)R(C)dpeda: a) N-H30, b) N-H33, c) H26/28, d) H25/27, e) H2/14, f) H8/20, g) H31, h) H32 
 
Una volta effettuata l’attribuzione di tutte le risonanze protoniche del resorcarene 
(S,S)R(C)dpeda è stato possibile definire, attraverso un’analisi più mirata delle tracce della 
corrispondente mappa 2D ROESY (figura 3.7), la conformazione da esso mediamente assunta in 
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soluzione, ovvero, la posizione relativa degli anelli aromatici e la disposizione delle due catene 
diammidiche a ponte. 
In particolare, nella traccia della mappa 2D ROESY relativa ai protoni metinici H2/14 (figura 
3.7e), legati all’atomo di carbonio a ponte tra due anelli aromatici (figura 3.5), sono osservati effetti 
ROE significativi in corrispondenza della frequenza dei protoni H25/27, appartenenti agli anelli A/C 
(figura 3.5), oltre ad effetti meno intensi sui nuclei H26/28 appartenenti agli anelli indicati come B/D. 
Tali effetti, del tutto inaspettati se si ipotizza che il resorcarene assuma le più comuni conformazioni a 
cono o a cono appiattito (figura 3.3), sono un chiaro indice della prevalenza in soluzione di una 
conformazione di tipo 1,3-alternato (figura 3.8).  
 
 
Figura 3.8 – Rappresentazione della disposizione spaziale degli anelli aromatici nel resorcarene (S,S)R(C)dpeda 
 
I protoni dei gruppi metossilici legati ai nuclei aromatici B/D (3.31 ppm e 3.39 ppm), che non 
possono generare interazione dipolare intra-anello, producono, invece,effetti NOE reciproci (figura 
3.8). Gli anelli B e D sono pertanto affacciati l’uno all’altro e le correlazioni dipolari rilevate tra i gruppi 
metossilici corrispondono alle coppie OMe4’/OMe18’ e/o OMe6’/OMe16’ (figura 3.8).  
La scarsa differenziazione dei chemical shift delle risonanze originate dai protoni dei gruppi 
metossilici posti sugli anelli A/C, sfortunatamente, non permette di ottenere analoghe informazioni e, 
quindi, di confermare in modo altrettanto schiacciante che anche tali nuclei aromatici sono affacciati.  
Per motivi di chiarezza e semplicità, nella descrizione dei risultati ottenuti dallo studio della 
conformazione di R(C)dpeda sarà riportata solo la numerazione di una delle due catene diammidiche a 
ponte, essendo quella dell’altro identica come conseguenza delle proprietà di simmetria del composto 
in esame. 
Relativamente ai protoni metinici H2/14 è da osservare inoltre che le loro costanti di 
accoppiamento vicinali con i protoni metilenici diastereotopici H29 e H29’ sono significativamente 
differenziate: JH2H29 = 4.4 Hz e JH2H29’ = 12.6 Hz. Inoltre, i protoni H2/14 originano un intenso effetto 
ROE in corrispondenza della frequenza di risonanza di H29 (figure 3.7e e 3.9), mentre non sono 
osservate correlazioni dipolari con H29’. Questi ultimi dati indicano che H2 deve essere gauche rispetto 
ad H29 e trans rispetto ad H29’. Tra le coppie di angoli diedri ottenuti risolvendo l’equazione di Karplus 
(equazione 1.3) sulla base delle costanti di accoppiamento sopra riportate, si possono pertanto scegliere 
i valori di 90° e 180°, rispettivamente, per gli angoli diedri descritti dai frammenti molecolari H2-C-C-
H29 e H2-C-C-H29’. 
È stato inoltre messo in evidenza che il protone metilenico H29’, transoide rispetto ad H2, origina 
effetti ROE in corrispondenza dei protoni aromatici H26/28. Le tracce che corrispondono alla 
sovrapposizione delle risonanze dei protoni H29 e H34/H34’, invece, non contengono effetti dipolari 
con i suddetti protoni aromatici (H26/H28). Il protone H29, gauche rispetto ad H2, deve quindi essere 
situato all’esterno della catena di ammidica. 
È altresì importante sottolineare la totale assenza di effetti di correlazione dipolare tra i nuclei 
H2 ed N-H30 (figura 3.7e); si può quindi ipotizzare che il protone ammidico N-H30 sia diretto verso 
l’interno della catena diammidica a ponte e quindi in direzione opposta rispetto ad H2. In accordo, 
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nella traccia della mappa 2D ROESY relativa ad N-H30 (figura 3.7a) sono presenti significativi effetti 
ROE in corrispondenza della frequenza di risonanza degli aromatici H26/28 (figura 3.9).  
 
 
Figura 3.9 – Rappresentazione della disposizione spaziale dei protoni del ponte  
diammidico nel resorcarene (S,S)R(C)dpeda 
 
In questo modo, assumendo una stereochimica relativa di tipo trans attorno al legame ammidico, 
il gruppo carbonilico legato ad N-H30 deve esser orientato verso H29, coerentemente con lo shift ad alte 
frequenze di quest’ultimo rispetto ad H29’. 
Il protone N-H30 dà origine a correlazioni dipolari pressoché equivalenti in corrispondenza delle 
risonanze di H31 ed H32 (figura 3.7a e 3.9), mentre all’altro protone ammidico (N-H33) è associato un 
effetto ROE molto intenso e dovuto all’interazione con il protone metinico H32 ed uno più debole alla 
frequenza di H31 (figura 3.7b e 3.9). Pertanto, N-H30, collocato all’interno della catena di ammidica, è 
circa equidistante dai due protoni metinici H31 ed H32, mentre N-H33 è cis rispetto ad H32 e trans 
rispetto ad H31 e, quindi, deve essere orientato esternamente rispetto alla “cavità” definita dal ponte 
diammidico a cui appartiene. 
Tra i due valori dell’angolo diedro di 139° e 29°, calcolati risolvendo l’equazione di Karplus 
(equazione 1.3) per una costante di accoppiamento JNH30CH31 di 6.0 Hz, è stato selezionato il primo 
sulla base dei dati di interazione dipolare. Le costanti di accoppiamento vicinale JH31H32 (11.6 Hz) e 
JNH33CH32 (7.5 Hz) permettono invece di ricavare, rispettivamente i valori di 175° e 22° per i 
corrispondenti angoli diedri (H31-C-C-H32 e H33-N-C-H32). Quest’ultimo dato è poi in accordo con un 
assetto di tipo cis dei protoni N-H33 e H32. 
Il protone N-H33 correla inoltre con i protoni H8/20 collocati sul ponte resorcarenico, mentre 
non sono osservati effetti ROE con i protoni metilenici H34/H34’ ad esso adiacenti (figura 3.7b). 
Questo suggerisce che il protone N-H33, cisoide rispetto ad H32, è diretto verso H8 e conferma l’ipotesi 
precedentemente avanzata circa la sua collocazione spaziale esterna rispetto alla catena di ammidica. 
Infine, è da osservare che il protone H8 origina intensi effetti ROE alla frequenza di H25/27 
(figura 3.7f), a confermare la conformazione 1,3-alternata. 
In conclusione, in DMSO-d6 il resorcarene R(C)dpeda assume preferenzialmente una 
conformazione di tipo 1,3-alternato (figura 3.3), nella quale gli anelli aromatici B/D e A/C sono 
affacciati (figura 3.10). La catena diammidica a ponte è posta esternamente rispetto alla struttura del 
resorcarene e dà origine ad una sorta di grande struttura conica definite dai due anelli aromatici A e C e 
dai due gruppi diammidici, all’interno della quale possono simultaneamente realizzarsi estensive e ben 
definite interazioni idrofobiche ed idrofiliche. 
 
29
29’
2
8
34’
34
33
32
31
3028
4’
6’
10’
24’
25
26
27
11
517
14
20
= catena diammidica
catena diammidica
= effetti ROE
 89 
 
 
Figure 3.10 - Rappresentazione della conformazione di (S,S)R(C)dpeda 
 
L’analisi degli effetti ROE in soluzione di piridina deuterata (Py-d5) ha confermato che, anche in 
questo solvente, la conformazione prevalente è di tipo 1,3-alternato. 
 
3.2.2 Caratterizzazione ed analisi conformazionale della 2’-deossicitidina 
L’attribuzione delle risonanze protoniche della 2’-deossicitidina (DC) (figura 3.11), che è stata 
realizzata per analisi comparata delle corrispondenti mappe di omocorrelazione scalare e dipolare, è 
riassunta in tabella 3.2. 
 
 
Figura 3.11 – Spettro 1H NMR (40 mM, DMSO, 25 °C, 600 MHz) e  
struttura numerata della 2’-deossicitidina 
 
La mappa g-HSQC della DC è stata anch’essa impiegata al fine di identificare preliminarmente 
le risonanze dei protoni ossidrilici OH-i ed OH-h, dei protoni del gruppo amminico (Hl, Hl’) e dei due 
gruppi metilenici. Sulla base di considerazioni circa la forma e la molteplicità dei segnali corrispondenti 
a protoni non direttamente legati ad atomi di carbonio è stato conseguentemente possibile concludere 
che: i due singoletti slargati a 7.04 ppm e 7.12 ppm sono dovuti alla risonanza dei nuclei Hl e Hl’, 
mentre il tripletto centrato a 4.93 ppm e il doppietto alla frequenza di 5.16 ppm sono da assegnare ad 
OH-h e OH-i, rispettivamente (figura 3.11 e tabella 3.2). 
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Il protone OH-h presenta correlazione scalare a tre legami (mappa g-COSY) alla frequenza dei 
protoni metilenici a 3.54 ppm e 3.50 ppm, He e He’. Questi ultimi sono a loro volta accoppiati con il 
protone che origina il multipletto centrato a 3.74 ppm e che pertanto è stato assegnato ad Hd. 
L’accoppiamento vicinale tra OH-i ed Hc ha invece permesso di attribuire ad esso il multipletto 
a 4.17 ppm. Inoltre, la correlazione a lungo raggio (mappa TOCSY) di Hc ed Hd con il nucleo che 
origina il doppio doppietto a 6.13 ppm ci ha consentito di individuare anche la risonanza di Ha. 
I segnali a 2.08 ppm e 1.90 ppm, corrispondenti a protoni di tipo metilenico, restano assegnati 
ad Hb/Hb’. Tra essi, il protone Hb, cisoide rispetto ad Ha, è associato alla frequenza di 2.08 ppm in 
quanto è presente un’accoppiamento dipolare nella mappa 2D ROESY della DC tra i protoni che 
risuonano a 2.08 ppm e 6.13 ppm (figura 3.12d). 
Alla coppia di protoni Hf/Hg corrispondono i due doppietti centrati a 7.76/5.69 ppm. Più in 
particolare i numerosi effetti ROE tra il protone che risuona a 7.76 ppm e i nuclei dell’anello 
pentatomico consentono di attribuire tale frequenza ad Hf. Il doppietto a 5.69 ppm risulta pertanto 
originato da Hg. 
 
L’analisi delle tracce della mappa 2D ROESY registrata per la deossicitidina pura in soluzione di 
DMSO (figura 3.12) ha inoltre permesso di definire la sua conformazione in soluzione, informazione 
estremamente utile quando si analizza la sua stereochimica di interazione con i selettori enantiomerici 
(R,R)R(C)dpeda ed (S,S)R(C)dpeda. 
La conformazione della DC è di fatto definita dall’orientazione reciproca dell’anello 
eteroaromatico e di quello pentatomico, che rappresentano due porzioni semirigide all’interno della 
molecola, oltre che dall’orientazione del gruppo idrossimetilenico rispetto al protone Hd. 
Dall’analisi della traccia del protone Hf (figura 3.12c) è emerso che sono presenti effetti ROE di 
intensità confrontabile tra tale nucleo ed i protoni Ha, Hb’ ed OH-h dell’anello furanosico. Interazioni 
dipolari meno intense sono state invece osservate in corrispondenza dei nuclei Hc, He ed He’. Questi 
dati ci permettono di concludere che Hf è orientato in direzione di Hb’ e, quindi, il gruppo carbonilico è 
proiettato in direzione del protone ossidrilico OH-h. 
In accordo con tale conclusione è la presenza di un effetto ROE tra il protone Hd ed i nuclei 
He/He’ più intenso rispetto al ROE Hd-OH-h (figura 3.12a). Ciò indica che il gruppo ossidrilico deve 
essere orientato al di sopra del piano definito dall’anello pentatomico, mentre i due protoni metilenici 
He/He’ si dispongono verso il basso, ovvero in direazione di Hd. 
Tabella 3.2 Parametri 1H NMR (600 MHz, 
DMSO, 40mM, 25 °C) della DC: chemical shift 
(δH, ppm, riferiti al TMS quale standard esterno) e 
costanti di accoppiamento (J, Hz) 
 δH i-j, Jij 
Ha 6.13 (dd) a-b, 6.0; a-b’, 7.3 
Hb 2.08 (ddd) b-b’, 13.1; b-a, 6.0 b-c, 3.2 
Hb’ 1.90 (ddd) 
b’-b, 13.1; b’-a, 7.3; b’-c, 
6.1 
Hc 4.17 (m)  
Hd 3.74 (m)  
He 3.54 (ddd) e-e’, 11.8; e-h, 5.1; e-d, 4.1 
He’ 3.50 (ddd) e’-e, 11.8; e’-h, 5.1; e’-d, 4.0 
Hf 7.76 (d) f-g, 7.4 
Hg 5.69 (d) g-f, 7.4 
OHh 4.93 (t) h-e, 5.1; h-e’, 5.1 
OHi 5.16 (d) i-c, 4.3 
Hl 7.12 (s sl)  
Hl’ 7.04 (s sl)  
Molteplicità tra parentesi: s, singoletto; d, 
doppietto; dd, doppio doppietto; m, multipletto, s 
sl, singoletto slargato 
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Figura 3.12 – Tracce della mappa 2D ROESY (600 MHz, DMSO, 25 °C, 40 mM, mix =  0.6 s)  
corrispondenti ai seguenti protoni della DC: a) Hd, b) Hc, c) Hf, d) Ha 
 
 
3.2.3 Processi di complessazione: (R,R/S,S)R(C)dpeda vs 2’-deossicitidina 
Una volta stabilito l’assetto conformazionale preferenzialmente assunto dal resorcarene 
R(C)depda e dalla DC (figura 3.5) in soluzione di DMSO, sono state investigate le caratteristiche dei 
complessi da essi formati. 
 
3.2.3.1 Determinazione delle costanti di eteroassociazione dei complessi (S,S)R(C)dpeda/DC e (R,R)R(C)dpeda/DC 
Le costanti di eteroassociazione dei complessi diastereoisomerici formati dai resorcareni 
(S,S)R(C)dpeda e (R,R)R(C)dpeda con la DC sono state determinate in soluzione di DMSO-d6 
impiegando due metodi distinti:  
1) metodo di determinazione a singolo punto, impiegando la tecnica NMR DOSY (capitolo 1) di 
misura dei coefficienti di diffusione traslazionale; 
2) metodo delle diluizioni progressive (capitolo 1). 
Come già descritto in dettaglio nel capitolo 1, il coefficiente di diffusione (D) è un parametro 
che, per la sua dipendenza dal raggio idrodinamico (equazione di Stokes-Einstein, equazione 1.32), è 
estremamente sensibile alla presenza di equilibri di complessazione. Questi, in soluzione, conducono 
ad un incremento delle dimensioni molecolari effettive delle specie presenti e, quindi, ad una 
diminuzione del coefficiente di diffusione traslazionale. 
Il coefficiente di diffusione misurato per i resorcareni enantiomerici (S,S)R(C)dpeda ed 
(R,R)R(C)dpeda è pari a 0.9 x 10-10 m2s-1 che, come atteso vista l’enorme differenza di peso molecolare 
e dimensioni, rimane inalterato in presenza della 2’-deossicitidina. Al contrario, il coefficiente di 
diffusione della DC, pari a 2.04 x 10-10 m2s-1 per il substrato puro, diminuisce fino al valore di 1.73 x 
10-10 m2s-1 in presenza di (S,S)R(C)dpeda e risulta uguale a 1.76 x 10-10 m2s-1 in miscela con 
(R,R)R(C)dpeda (tabella 3.3).  
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Sulla base dell’equazione 1.31 (capitolo 1), a partire da tali dati, sono stati calcolati i valori della 
frazione molare legata (xC) di DC nelle due miscele che risultano molto simili e approssimativamente 
pari al 25% (tabella 3.3). Conseguentemente si ottengono valori molto simili (~ 12 M-1) anche per le 
costanti di formazione dei complessi (S,S)R(C)dpeda/DC e (R,R)R(C)dpeda/DC (tabella 3.3). 
 
 
Tabella 3.3 Coefficienti di diffusione (D, x 1010 m2s-1, DMSO, 600 MHz, 25 °C) della DC 
(40 mM) pura (DLDC) e in presenza di un equivalente di (R,R)/(S,S)R(C)dpeda (DC). 
Coefficienti di diffusione dei resorcareni (R,R)/(S,S)R(C)dpeda (40 mM) (DLR(C)dpeda). 
Frazioni molari nello stato legato (xC) della DC nelle miscele. Costanti di eteroassociazione K 
(M-1) 
   DC 
 DLDC DLR(C)dpeda (S,S)R(C)dpeda/DC (R,R)R(C)dpeda/DC 
DC 2.04  1.73 1.76 
R(C)dpeda  0.90 0.90 0.90 
xC   0.27 0.25 
K   12.7 11.1 
 
 
L’applicazione del metodo delle diluizioni ha invece permesso di ricavare le costanti di 
eterassociazione tramite analisi delle variazioni dei chemical shift 1H NMR di selezionati nuclei della 
DC al diminuire della concentrazione totale di miscele equimolari resorcarene enantiopuro/DC 
(intervallo di concentrazioni: 40 mM - 0.1 mM).   
Sono stati registrati gli spettri 1H NMR delle miscele equimolari a diversa concentrazione (R,R) 
o (S,S)R(C)dpeda/DC ed è stato misurato il chemical shift dei protoni ossidrilici OH-i ed OH-l (figura 
3.5) in quanto essi, potendo esser coinvolti nella formazione di legami ad idrogeno, sono i nuclei 
potenzialmente più sensibili alla formazione di complessi intermolecolari. 
I dati sperimentali e le curve derivanti dal loro fitting, eseguito sulla base dell’equazione 1.53, 
sono rappresentati nelle figure 3.13 ed 3.14, rispettivamente, per i due complessi (S,S)R(C)dpeda/DC e 
(R,R)R(C)dpeda/DC. 
 
 
Figura 3.13 - Dati di diluizione e curve di fitting per i protoni 
OH-i ed OH-l della DC in presenza di un equivalente di (S,S)R(C)dpeda 
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Figura 3.14 - Dati di diluizione e curve di fitting per i protoni  
OH-i ed OH-l della DC in presenza di un equivalente di (R,R)R(C)dpeda 
 
Ancora una volta si ottengono costanti di eterocomplessazione di bassa entità e molto simili per 
i due complessi diastereoisomerici (tabella 3.4), in ottimo accordo con i risultati precedentemente 
ottenuti in modo molto più veloce e semplice, tramite misure di diffusione traslazionale.  
 
 
Tabella 3.4 Costanti di eteroassociazione (M-1) ottenute tramite fitting 
non-lineare (equazione 1.53) dei chemical shift 1H NMR (600 MHz, 
DMSO, 25 °C) dei protoni ossidrilici della DC (40 mM – 0.1 mM) 
 (S,S)R(C)dpeda/DC (R,R)R(C)dpeda/DC 
OH-i 21.1 ± 3.9 20.5 ± 3.2 
OH-h 19.9 ± 3.2 19.4 ± 3.0 
 
 
Le costanti di eterocomplessazione, riguardanti gli equilibri di complessazione della DC con i 
due resorcareni enantiomerici, sono state infine determinate anche in soluzione di Py-d5 tramite il 
metodo di misura a singolo punto dei coefficienti di diffusione traslazionale (capitolo 1). Vista la scarsa 
solubilità dei due componenti della miscela in quest’ultimo solvente, l’analisi è stata eseguita in 
concentrazione 5 mM, ovvero più bassa rispetto a quella impiegata per le misure in DMSO-d6 (40 mM) 
(tabella 3.5).  
Le costanti di eterocomplessazione calcolate dai dati di diffusione, che anche in questo solvente 
si sono rivelate di bassa entità, appaiono maggiormente differenziate in piridina che in DMSO (tabella 
3.4). Il complesso più stabile in queste condizioni è risultato quello formato dal resorcarene 
(S,S)R(C)dpeda. 
 
 
Tabella 3.5 Coefficienti di diffusione (D, x 1010 m2s-1, Py-d5, 600 MHz, 25 °C) della DC (5 mM) 
pura (DLDC) e in presenza di un equivalente di (R,R)/(S,S)R(C)dpeda (DC). Coefficiente di 
diffusione di ((R,R)/(S,S)R(C)dpeda puro (5 mM) (DLR(C)dpeda). Frazioni molari nello stato legato 
(xC) della DC nelle miscele. Costanti di eteroassociazione (M-1) 
   DC 
 DLDC DLR(C)dpeda (S,S)R(C)dpeda/DC (R,R)R(C)dpeda/DC 
DC 5.05  4.82 4.94 
R(C)dpeda  2.82 2.82 2.82 
xC   0.10 0.05 
K   24.7 11.1 
 
3.2.3.2 Analisi della stereochimica di complessazione della 2’-deossicitidina 
È importante osservare che le misure di cinetica effettuate dal gruppo di ricerca del Prof. Botta 
sui due complessi resorcarene-deossicitidina hanno messo in evidenza una drastica differenza nella loro 
reattività. I risultati da noi ottenuti e illustrati nel paragrafo precedente evidenziano che i due complessi 
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hanno stabilità termodinamica comparabile. Pertanto abbiamo accentrato la nostra attenzione su 
eventuali differenze nella stereochimica dei due complessi che possano rendere conto della differenza 
di reattività, nonostante la scarsa differenziazione di tipo termodinamico. 
I chemical shift 1H NMR dei due complessi diastereosiomerici (S,S)R(C)dpeda/DC e 
(R,R)R(C)dpeda/DC non sono significativamente differenziati e questo può essere attribuito alla loro 
comparabile stabilità termodinamica. Pertanto, al fine di investigare più in dettaglio i processi di 
complessazione che coinvolgono la 2’-deossicitidina è stato selezionato un differente parametro NMR, 
ovvero, la velocità di rilassamento selettivo (R1ms) (capitolo 1). Tale parametro si è infatti rivelato in 
questo caso particolarmente utile, in quanto sonda estremamente sensibile dei fenomeni di 
aggregazione in soluzione, ed ha permesso di individuare delle differenze tra i complessi 
diastereoisomerici in esame. 
Le velocità di rilassamento selettivo dei protoni della DC sono state misurate sia in assenza (RL) 
che in presenza (RC) dei due resorcareni enantiomerici (tabella 3.6).  
Come conseguenza dei fenomeni di complessazione la velocità di rilassamento selettiva dei 
protoni della DC subisce un notevole incremento passando dal substrato puro alle corrispondenti 
miscele con (R,R)R(C)depda o (S,S)R(C)depda. Le variazioni più marcate sono state riscontrate in 
presenza dell’enantiomero del resorcarene contenente la catena diammidica a ponte di configurazione 
(S,S). 
Al fine di ricavare maggiori informazioni riguardo la natura delle interazioni che intervengono 
nella stabilizzazione dei complessi resorcarene/DC sono state calcolate le variazioni di R1ms indotte 
dalla complessazione (∆R = RC - RL, tabella 3.6) e i valori così ottenuti sono stati normalizzati rispetto 
al valore misurato per la DC pura (∆R /RL). È interessante osservare a tal riguardo che, in entrambe le 
miscele, le variazioni più marcate sono state misurate per i due protoni ossidrilici (OH-i ed OH-l) oltre 
che per il protone Hg adiacente al gruppo amminico della DC (figura 3.5, tabella 3.6). 
Tra i protoni dell’anello pentaatomico, invece, il nucleo Ha, che si trova in posizione cisoide 
rispetto al gruppo OH-i, è quello che risulta più perturbato come conseguenza dell’interazione con i 
resorcareni. D’altra parte, il protone Hb, cisoide al gruppo OH-i, risente maggiormente della 
complessazione rispetto ad Hb’. 
 
 
 
 
Le differenze più rilevanti tra le due miscele (R,R)R(C)depda/DC e (S,S)R(C)depda/DC sono 
state però osservate per il protone Hd, la cui velocità di rilassamento selettivo rimane pressoché 
invariata in presenza del resorcarene (R,R)R(C)dpeda ma subisce un notevole incremento in presenza 
di (S,S)R(C)dpeda. Il comportamento del protone Hd è in linea con l’andamento delle velocità di 
rilassamento selettivo osservato per il protone OH-i che sembra più estensivamente coinvolto 
nell’interazione con l’enantiomero (S,S) del resorcarene di quanto non lo sia in presenza di 
(R,R)R(C)dpeda. 
Pertanto, è possibile concludere che tutti i gruppi donatori di legame ad idrogeno presenti nella 
Tabella 3.6 Velocità di rilassamento selettivo R (s-1) dei nuclei protonici della DC (40 mM) pura (RL) e in 
presenza di un equivalente di (R,R)/(S,S)R(C)dpeda (RC); differenza RC - RL (∆R) e ∆R/RL (DMSO, 600 MHz, 
25 °C) 
protoni Ha Hb Hb’ Hc Hd Hg Hh Hi 
RLDC 
 
0.47 1.22 1.42 0.79 0.63 0.47 1.19 1.11 
(S,S)R(C)dpeda/DC 0.61 1.43 1.55 0.91 0.74 0.69 10.85 9.75 
RC (R,R)R(C)dpeda/DC 0.54 1.40 1.53 0.84 0.64 0.61 9.78 6.82 
          
(S,S)R(C)dpeda/DC 0.14 0.21 0.13 0.12 0.11 0.22 9.66 8.64 
RC - RLDC (R,R)R(C)dpeda/DC 0.07 0.18 0.11 0.05 0.01 0.14 8.59 5.71 
          
(S,S)R(C)dpeda/DC 0.30 0.17 0.09 0.15 0.17 0.47 8.12 7.78 
∆RDC/RLDC (R,R)R(C)dpeda/DC 0.15 0.15 0.08 0.06 0.02 0.30 7.22 5.14 
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DC (Oh-i, OH-l, NH2) sono ampiamente coinvolti nell’interazione con (S,S)R(C)dpeda, mentre 
l’interazione con il gruppo ossidrilico secondario OH-i sembra in qualche modo meno favorita in 
presenza di (R,R)R(C)dpeda. 
Ulteriori informazioni circa le caratteristiche dei complessi in esame sono state ottenute in 
seguito alla determinazione del coefficiente di diffusione di tracce di acqua presenti nel solvente 
deuterato impiegato nella preparazione dei campioni.  
In DMSO-d6 il coefficiente di diffusione dell’acqua presente in tracce risulta infatti pari a  
8.3 x 10-10m2s-1. In presenza della DC o del resorcarene, puri, tale parametro diminuisce, 
rispettivamente, fino a 7.76 x 10-10m2s-1 e 7.08 x 10-10m2s-1. 
Nella miscela binaria DC/(S,S)R(C)depda è stata misurata una diminuzione del coefficiente di 
diffusione dell’acqua fino al valore di 5.33 x 10-10m2s-1, sorprendentemente, una diminuzione ancora 
più marcata è stata rilevata nella miscela DC/(R,R)R(C)depda (2.59 x 10-10m2s-1).  
Diminuzioni del coefficiente di diffusione dell’acqua di così grande entità possono essere 
attribuite a processi di scambio fortemente differenziati e che coinvolgono in modo cooperativo sia 
l’acqua che i gruppi donatori di legame ad idrogeno del resorcarene e della DC. Nella miscela binaria 
DC/(R,R)R(C)depda tale tipo di processi sembra essere però maggiormente efficiente.  
Chiaramente, vista la suddetta conclusione, l’acqua costituisce una sonda dell’interazione tra la 
DC ed il resorcarene (R,R)R(C)depda. 
 
Con lo scopo di comprendere più a fondo le caratteristiche stereochimiche dei due solvati 
diastereoisomerici, sono stati inoltre analizzati gli spettri 1D ROESY di selezionati protoni della DC in 
presenza di (R,R)o (S,S)R(C)dpeda.  
Nella miscela DC/(S,S)R(C)dpeda numerosi protoni della DC danno origine ad effetti ROE in 
corrispondenza delle risonanze di tutti i nuclei aromatici appartenenti agli anelli A/C del resorcarene 
(H11/H23 e H25/H27) (figura 3.15). Per quanto concerne, invece, gli anelli aromatici B/D solamente i 
protoni H26/H28 hanno mostrato di trovarsi in prossimità spaziale rispetto ai nuclei della DC (figura 
3.15). Nessuna interazione dipolare è stata rilevata in corrispondenza della risonanza dei nuclei 
aromatici H5/H17. 
 
 
Figura 3.15 - Spettri 1D ROESY (600 MHz, DMSO, 25 °C) corrispondenti alla perturbazione di 
selezionati protoni della DC (40 mM) in presenza di un equivalente di (S,S)R(C)dpeda 
 
Sulla base delle correlazioni dipolari osservate è possibile pertanto concludere, che la DC 
interagisce con (S,S)R(C)dpeda dalla parte della cavità di diametro maggiore delle struttura 1,3-alternata 
(figura 3.16). 
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Figura 3.16 – Rappresentazione dell’interazione della DC con (S,S)R(C)dpeda 
 
Dall’analisi degli effetti ROE presenti negli spettri 1D ROESY registrati in miscele contenenti la 
DC ed il resorcarene di configurazione (R,R), è invece emerso un insieme di correlazioni dipolari 
intermolecolari completamente diverso da quello corrispondente alla miscela DC/(S,S)R(C)dpeda. In 
questo caso, infatti, solamente i gruppi metossilici degli anelli aromatici B/D del resorcarene (figura 
3.17), ed i protoni orto dei gruppi fenilici posti sulla catena diammidica (figura 3.18), si trovano in 
prossimità spaziale rispetto ai protoni della DC. 
 
 
Figura 3.17 – Spettro 1D ROESY (600 MHz, DMSO, 25 °C) corrispondenti all’inversione del protone Hb della DC (40 mM) 
in presenza di un equivalente di (R,R)R(C)dpeda: regione spettrale tra 3.28 ppm e 3.42 ppm 
 
 
Figura 3.18 - Spettro 1D ROESY (600 MHz, DMSO, 25 °C) corrispondenti all’inversione del protone Hb’ della DC (40 mM) 
in presenza di un equivalente di (R,R)R(C)dpeda: regione spettrale tra 5.6 ppm e 7.5 ppm 
 
È interessante osservare che sono stati rilevati, in questo, caso effetti ROE in corrispondenza 
della frequenza di risonanza dell’acqua presente in tracce nel campione (figura 3.17): tali effetti 
suggeriscono che la zona esterna dell’ (R,R)R(C)dpeda, compresa tra gli anelli aromatici B/D e la 
catena diammidica a ponte, è coinvolta sia nel legame con l’acqua che nell’interazione con la DC (figura 
3.19). Questa conclusione è in accordo con la notevole diminuzione del coefficiente di diffusione 
dell’acqua misurato nella miscela DC/(R,R)R(C)dpeda e permette quindi di puntualizzarne il 
significato. 
 
H-b
ppm3.313.333.353.373.393.41
OMe 4’/16’ OMe 6’/18’H2O
H-b’
ppm5.86.06.26.46.66.87.07.27.4
38
DC
 97 
 
 
Figura 3.19 - Rappresentazione dell’interazione della DC con (R,R)R(C)dpeda 
 
 
3.2.4 Analisi dei fenomeni di complessazione di citidina (Cit), citosina-β-D-
arabinofuranoside (Ara-C) e gemcitabina (GCit) 
La citidina (Cit), la citosina-β-D-arabinofuranoside (Ara-C) e la gemcitabina (GCit) (figura 3.5), 
così come la DC, costituiscono una classe di nucleosidi costituiti da uno zucchero pentoso e da una 
base azotata pirimidinica (citosina) uniti per mezzo di un legame glicosidico e che differiscono nella 
funzionalizzazione dell’atomo di carbonio in posizione 2 (figura 3.20) (capitolo 5).  
Una volta chiarito il meccanismo di interazione tra la DC ed i due resorcareni enantiomerici 
(R,R)ed (S,S)R(C)dpeda è stata condotta un’indagine del tutto analoga con i suddetti nucleosidi (Cit, 
Ara-C e GCit) al fine di valutare se piccole variazioni strutturali nel substrato potessero influenzare 
l’interazione con il resorcarene. 
 
Figura 3.20 – Struttura dei nucleosidi impiegati nei processi di riconoscimento molecolare  
 
Tale indagine ha messo in evidenza che solo la citidina sembra in grado di interagire con i due 
stereoisomeri del resorcarene in modo tale da produrre variazioni rilevabili sperimentalmente dei 
parametri NMR in esame. Infatti, le velocità di rilassamento selettivo dei protoni idrossilici della 
citidina variano sensibilmente passando dal composto puro alle sue miscele con i resorcareni 
enantiomerici e, in particolare, per i gruppi ossidrilici secondari la perturbazione osservata è superiore 
rispetto a quella misurata per l’ossidrile primario (tabella 3.7). A tal proposito è da ricordare che nel 
caso della DC il gruppo ossidrilico primario, e non il secondario, era quello maggiormente coinvolto 
nell’interazione e che le variazioni più significative erano osservate nella miscela DC/(S,S)R(C)dpeda 
(tabella 3.6) 
Probabilmente, nel caso della citidina la presenza di una seconda funzionalità ossidrilica 
secondaria (OH-l), collocata sull’anello furanosidico dalla stessa parte rispetto a quella già presente 
nella DC, favorisce la loro interazione con il resorcarene a discapito dell’interazione con il gruppo 
ossidrilico primario (OH-h) 
La presenza della citidina, inoltre, non sembra aver alcun effetto sul coefficiente di diffusione 
dell’acqua presente in tracce nelle miscele citidina/(R,R)R(C)dpeda e citidina/(S,S)R(C)dpeda, e 
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collocata sulla parte esterna del resorcarene in prossimità della catena diammidica a ponte. Pertanto, è 
possibile concludere che la citidina interagisce con entrambe gli enantiomeri del resorcarene dalla parte 
della cavità di diametro maggiore che è descritta dagli anelli aromatici (vedi per analogia figura 3.16), 
ovvero lontano dai centri chirali del resorcarene. La minore differenziazione dei due complessi 
diastereoisomerici rispetto al caso della DC si può spiegare su queste basi ed è perfettamente in 
accordo con il fatto che le costanti di associazione, calcolate tramite misure a singolo punto dei 
coefficienti di diffusione traslazionale, sono non solo scarsamente differenziate ma anche 
estremamente basse per i complessi (K < 3 M-1) (tabella 3.8). 
Interazioni intermolecolari di scarsa entità sono state infine rilevate, tramite misure di velocità di 
rilassamento selettivo, tra Ara-C e Gcit ed i due resorcareni enantiomerici (tabella 3.7). In entrambe i 
casi, inoltre, non sono stati osservati effetti sull’acqua presente in tracce in seguito all’aggiunta del 
substrato alla soluzione contenente il resorcarene (S,S) o (R,R)R(C)dpeda. 
 
Tabella 3.7 Velocità di rilassamento selettivo R (s-1) di selezionati nuclei protonici di Cit, Ara-C e GCit (40 mM) 
pure (RL) e in presenza di un equivalente di (R,R) o (S,S)R(C)dpeda (RC); differenza RC - RL ( R∆ ) e ∆R/RL 
(DMSO, 600 MHz, 25 °C) 
protoni Ha He He’ Hf Hg Hh Hi Hl 
RLCit 
 
0.40 1.66 1.60 0.73 0.55 0.80 0.81 0.84 
(S,S)R(C)dpeda/DC 0.19 ~ 0 0.02 0.08 0.13 2.82 3.90 3.94 
∆RCit/RLCit (R,R)R(C)dpeda/DC 0.25 0.01 0.01 0.18 0.20 3.26 4.02 4.65 
          
protoni Ha Hb Hc Hd Hf Hg Hh  
RLAra-C  0.50 0.87 0.81 0.64 0.56 0.54 3.24  
(S,S)R(C)dpeda/DC 0.11 0.10 0.05 0.08 0.05 0.12 0.46  
∆RAra-C/RLAra-C (R,R)R(C)dpeda/DC 0.14 0.09 0.09 0.07 0.07 0.12 0.29  
          
protoni Hf Hg Hc Hd He Hl Hl’  
RLGCit  0.60 0.57 0.88 0.71 1.68 6.08 5.31  
(S,S)R(C)dpeda/DC 0.15 0.17 0.04 0.15 0.05 ~ 0 0.05  
∆RGCit/RLGCit (R,R)R(C)dpeda/DC 0.10 0.14 0.02 0.13 0.04 0.03 0.07  
 
 
Tabella 3.8 – Coefficienti di diffusione traslazionale (D, x 1010 m2s-1, DMSO, 600 MHz, 25 
°C) di Cit (40 mM) pura (DLCit) e in presenza di un equivalente di (R,R) o (S,S)R(C)dpeda 
(DC). Coefficienti di diffusione traslazionale di R(C)dpeda (40 mM) puro. Frazioni molari 
nello stato legato (xC) di Cit nelle miscele. Costanti di eteroassociazione K (M-1) 
   
Dc 
 DLCit DLR(C)dpeda (S,S)R(C)dpeda/Cit (R,R)R(C)dpeda/Cit 
Cit 1.95    
R(C)dpeda  0.90 1.92 1.86 
xC   0.03 0.09 
K   0.8 2.7 
 
 
3.3 Osservazioni conclusive 
Gli studi NMR descritti hanno permesso di definire la conformazione del resorcarene e il 
meccanismo di interazione dei suoi enantiomeri con la deossicitidina o analoghi strutturali della 
deossicitidina. In particolare, la conformazione preferenzialmente assunta in soluzione dal resorcarene 
è di tipo 1,3-alternato e determina una cavità di dimensioni maggiori delimitata dai due gruppi 3,5-
dimetossifenilici, tra loro cisoidi, e non contornati dalla catena diammidica a ponte (anelli A/C); oltre a 
due tasche esterne delimitate anch’esse da due gruppi 3,5-dimetossifenilici (anelli B/D) e dalla catena 
diammidica che le circonda (figura 3.10). Il resorcarene R(C)dpeda presenta pertanto una struttura con 
un alto grado di preorganizzazione in grado di dar luogo, nell’interazione con i substrati, a numerose 
interazioni di tipo idrofilico ed idrofobico.  
Ragionevolmente, in presenza della DC si realizza un elevato bilanciamento tra le interazioni 
idrofiliche ed idrofobiche nell’interazione a livello delle tasche esterne del resorcarene (R,R) (figura 
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3.19), cavità nella quale sono anche collocate le molecole di acqua che possono poi mediare le 
interazioni di tipo idrofilico. In modo analogo, nell’interazione della DC con il resorcarene (S,S) si 
realizza una massimizzazione delle interazioni a livello della cavità di maggiori dimensioni (figura 3.16). 
La diversa stereochimica dei due solvati diastereoisomerici, la cui stabilità termodinamica è 
confrontabile, deve costituire la base della reattività notevolmente differenziata riscontrata in fase 
gassosa. 
La presenza di ulteriori gruppi donatori/accettori di legame ad idrogeno probabilmente 
rappresenta il fattore di forza nel guidare l’interazione degli altri nucleosidi verso la cavità di diametro 
maggiore dei due resorcareni enantiomerici; in tale situazione i substrati si trovano lontani dai centri 
chirali del resorcarene e a questo corrisponde una minore differenziazione dei complessi 
diastereoisomerici. 
 
 
 
 100 
Bibliografia 
 
[1] F. Vögtle, Cyclophane Chemistry, Wiley, 1993 
 
[2] (a) T. Seppälä, E. Wegelius, K. Rissanen, New J. Chem.,1998, 789 
(b) T. Lahtinen, E. Wegelius, K. Airola, E. Kolehmainen, K. Rissanen, J. Prakt. Chem. 1999, 341, 237 
(c) B. Windisch, F. Vögte, M. Nieger, T. Lathinen, K. Rissanen. Prakt. Chem. 2000, 342, 642 
(d) J. Bobacka, T. Lahtinen, J. Nordman, S. Häggström, K. Rissanen, A. Lewenstam, A. Ivaska, 
Electroanalysis, 2001, 13, 723 
 
[3] R. Hajlaoui, G. Horowitz, F. Garnier, A. Arce-Brouchet, L. Laigre, A.E. Kassmi, F. Demanze, F. Kouki, 
Adv. Mater., 1997, 9, 389 
 
[4]  T. Noda, H. Ogawa, N. Noma, Y. Shirota, J. Mater. Chem, 1999, 9, 2177 
 
[5]  T. Akihiko, H. Takeshi, M. Tetsuji, Y. Minoru, Chem. Lett. 2008, 37, 870 
 
[6]  (a) C.D. Gutsche, R. Muthukrishnan, J. Org. Chem, 1978, 43, 4905 
  (b) C.D. Gutsche, B. Dhawan, K.H. No, R. Muthukrishnam, J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 3782 
 
[7] A. Pochini, R. Ungaro Comprehensive Supramolecular Chemistry Vol.2, Pergamon, 1996, 103 
 
[8]  (a) P. Timmermann, W. Verboom, D.N. Reinhpudt, Tetraherdorn 1996, 52, 2663 
(b) B. Botta, M. Cassani, I. D’Acquarica, D. Subissanti, G. Zappia, G. Delle Monache, Cur. Org. Chem. 
2005, 9, 335 
 
[9] S. Hogberg, J. Org. Chem. 1980, 45, 4498 
 
[10] B. Nilsson, Acta Chem. Scand. 1968, 22, 732 
 
[11] B. Botta, M.C. Di Giovanni, G. Delle Monache, M.C. De Rosa, E. Gacs-Baitz, M. Botta A. Tafi, F. 
Corelli, A. Santini, E. Benedetti, C. Pedone, D. Misiti, J. Org. Chem. 1994, 59, 1532 
 
[12] (a) L. Abis, E. Dalcanale, A. Du Vosel, S. Spera, S. J. Org. Chem., 1988, 53, 5475 
(b) B. Botta, F. Corelli, A. Tafi, E. Gacs-Baitz, A. Santini, C. Carvalho, D. Misiti, J. Org. Chem. 1997, 62, 
932 
 
[13] S. Hogberg, J. Am. Chem. Soc. 1980, 192, 6046 
 
[14] (a) F. Sansone, S. Barboso, A. Casnati, M. Fabbi, A. Pochini, F. Ugozzoli, R. Ungaro, Eur. J. Org. Chem. 
1998, 5, 897 
(b) F. Sansone, S. Barboso, A. Casnati, D. Sciotto, R. Ungaro, Tetrahedron Lett. 1999, 40, 4741 
(c) M. Lazzarotto, F. Sansone, L. Baldini, A. Casnati, P. Cozzini, R. Ungaro, Eur. J. Org. Chem. 2001, 3, 595 
(d) A. Casnati, F. Sansone, R. Ungaro, Acc. Chem. Res. 2003, 36, 246 
(e) H. Hioki, T.Yamada, C. Fujioka, M. Kodama, Tetrahedron Lett. 1999, 40, 6821 
(f) H. Hioki, M. Kubo, H. Yoshida, M. Bando, Y. Ohnishi, M. Kodama, Tetrahedron Lett. 2002, 43, 7949 
(g) L. Frkanec, A. Visnjevac, B. Kojic-Prodic, M. Zinic, Chem. Eur. J. 2000, 6, 442 
(h) S.B. Shuker, J. Esterbrook, J. Gonzalez, Synlett. 2001, 210 
 
[15] (a) M.M. Stone, A.H. Franz, C.B. Lebrilla, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2002, 13, 964 
(b) B. Botta, M. Botta, A. Filippi, A. Tafi, G. Delle Monache, M. Speranza, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 
7658 
(c) A. Tafi, B. Botta, M. Botta, G. Delle Monache, A. Filippi, M. Speranza, Chem. Eur. J. 2004, 10, 4126  
(d) B. Botta, D. Subissati, A. Tafi, G. Delle Monache, A. Filippi, M. Speranza, Angew. Chem. 2004, 116, 
4871; Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 4767 
(e) B. Botta, F. Caporuscio, I. D’Acquarica, G. Delle Monache, D. Subissati, A. Tafi, M. Botta, A. Filippi, 
M. Speranza, Chem. Eur. J. 2006, 12, 8096. 
(f) B. Botta, F. Caporuscio, D. Subissati, A. Tafi, M. Botta A. Filippi, M. Speranza, Angew. Chem. 2006, 
118, 2783; Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 2717. 
 
[16] B. Botta, I. D’Acquarica, G. Delle Monache, D. Subissati, G. Uccello-Barretta, M. Mastrini, S. Nazzi, M. 
Speranza, J. Org. Chem. 2007, 72, 9283 
 101 
[17] (a) B. Botta, I. D’Acquarica, L. Nevola, F. Sacco, Z.V. Lopez, G. Zappia, C. Fraschetti, M. Speranza, A. 
Tafi, F. Caporuscio, M.C. Letzel, J. Mattay, Eur. J. Org. Chem. 2007, 5995 
(b) B. Botta, A. Tafi, F. Caporuscio, M. Botta, L. Nevola, I. D’Acquarica, C. Fraschetti, M. Speranza, 
Chem. Eur. J. 2008, 14, 3585 
(c) B. Botta, C. Fraschetti, F.R. Novara, A. Tafi, F. Sacco, L. Mannina, A.P. Sobolev, J. Mattay, M.C. 
Letzel, M. Speranza, Org. Biomol. Chem. 2009, 7, 1798 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 102 
 
 103 
Capitolo 4: 
Derivati di alcaloidi della China 
 
4.1 Introduzione 
Gli alcaloidi della China costituiscono una classe di sostanze chirali ampiamente presenti in 
natura,[1] note fin dal XVII secolo in Europa, dove giunsero per opera dei colonizzatori spagnoli di 
ritorno dal sud America. Essi, infatti, scoprirono, nel corso dei loro viaggi, che le popolazioni native 
utilizzavano la corteccia di piante della specie Cinchona, Remija e Ladebergia per curare la malaria, 
estremamente diffusa in tutto il mondo già in quegli anni. Le spiccate proprietà terapeutiche degli 
alcaloidi[2] sono alla base della loro rapida diffusione e del numero elevatissimo di studi e ricerche volti 
ad approfondirne la conoscenza. Tali studi hanno, in particolare, consentito di individuare nella chinina 
il componente della classe principalmente responsabile dell’attività antimalarica.[3]  
Sono stati identificati circa 30 composti appartenenti a questa classe di sostanze, ciascuno dei 
quali presenta 5 centri chirali: gli atomi di carbonio C3 e C4 e l’atomo di N, presenti nell’anello 
chinuclidinico, ed i centri C8 e C9. È interessante sottolineare che le configurazioni assolute dei primi 
tre centri di asimmetria sono identiche per tutti gli alcaloidi naturali (figura 4.1), mentre quelle dei 
nuclei C8 e C9 variano nella serie.  
La peculiarità di questa classe di derivati è costituita dalla loro multifunzionalità, che li rende 
recettori dotati di molteplici siti attivi e, pertanto, in grado di interagire con composti strutturalmente 
assai differenziati. In particolare: il gruppo ossidrilico sul C9 può dare origine alla formazione di legami 
ad idrogeno; il nucleo chinolinico può stabilizzare, tramite interazioni attrattive π-π, substrati a carattere 
aromatico; il nucleo chinuclidinico, rigido e di natura alifatica, è in grado di esercitare un notevole 
ingombro sterico e contiene un atomo di azoto fortemente basico che può coordinarsi a siti acidi di 
varia natura; il raggruppamento vinilico all’occorrenza può essere opportunamente modificato. La 
presenza di più centri chirali, ovviamente, permette agli alcaloidi della China di prendere parte anche a 
processi di enantiodiscriminazione. Essi costituiscono, infatti, una classe di ausiliari chirali ad ampio 
raggio d’azione. 
È importante sottolineare che la modifica selettiva di uno o più gruppi funzionali tra quelli 
presenti nella struttura di tali alcaloidi ha costituito e costituisce ancora oggi il punto di partenza per la 
sintesi di derivati di efficienza e/o versatilità superiori rispetto a quelle manifestate dagli stessi alcaloidi 
naturali. La sintesi di tali derivati, infatti, può essere realizzata in modo da ottimizzare, modulare ed 
indirizzare le interazioni con il substrato. 
Tra gli alcaloidi della China i più ampiamente studiati ed utilizzati in molteplici settori sono la 
chinina, facilmente reperibile in commercio a basso costo, e la diidrochinina (analogo strutturale della 
chinina avente un sostituente etilico in luogo del gruppo vinilico). La chinina, in particolare, vista la sua 
potente attività antimalarica ha da sempre rivestito un ruolo importantissimo in ambito medico e 
numerosi studi sono stati condotti al fine di valutare se eventuali derivatizzazioni potessero condurre 
all’ottenimento di analoghi strutturali con superiore attività biologica.[4] D’altra parte, l’efficienza e la 
versatilità della chinina e della diidrochinina ne hanno promosso l’impiego in diversi settori della 
chimica quali agenti risolventi chirali (chimici, spettroscopici e cromatografici)[5,6] per diverse classi di 
composti. 
In particolare, in spettroscopia NMR, gli alcaloidi della China ed i loro derivati hanno trovato 
numerose applicazioni quali agenti solvatanti chirali (CSA)[5] mentre, in ambito cromatografico, il loro 
ancoraggio alla silice ha permesso di ottenere nuove ed efficienti fasi stazionarie chirali (CSP).[6] I 
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derivati della chinina che sono stati più frequentemente impiegati son quelli di tipo carbammoilico, 
ovvero ottenuti per derivatizzazione selettiva della funzionalità ossidrilica o, alternativamente, del suo 
gruppo vinilico, e in letteratura sono presenti pertanto numerosi lavori relativi a loro applicazioni sia in 
spettroscopia NMR[5a-d,5g] che in ambito cromatografico.[6] 
 
 
Figura 4.1 - Struttura e stereochimica assoluta dei principali alcaloidi della China 
 
Sempre in ambito cromatografico le CSP di tipo “brush” (“a spazzola”)[7-10] hanno riscosso 
notevole successo in quanto dotate di buone prestazioni dal punto di vista della cinetica di separazione, 
ampia applicabilità, inerzia chimica e termodinamica, compatibilità con le fasi mobili più comunemente 
impiegate. Fasi stazionarie di questo tipo presentano generalmente una distribuzione omogenea del 
selettore chirale sul supporto inerte il quale risulta facilmente accessibile all’analita e le cui molecole si 
ipotizza operino in modo indipendente. Per realizzare fasi stazionarie di tipo “brush” sono stati 
impiegati ausiliari chirali di varia natura, tra i quali derivati di amminoacidi, oligopeptidi, antibiotici 
macrociclici, tutti dotati di alcune caratteristiche strutturali comuni: la presenza di gruppi aromatici in 
grado di dare origine a interazioni di tipo pi-pi e/o gruppi funzionali ammidici, ossidrilici, carbossilici, 
ecc. che possono essere agire quali donatori/accettori di legami ad idrogeno. 
In particolare, tra le varie fasi stazionarie chirali appartenenti a questa classe di CSP quelle 
ottenute ancorando al supporto inerte selettori di tipo diammidico, quale ad esempio la Chirasil-
Val,[8,10b] si sono rivelate estremamente efficienti nella separazione di amminoacidi e loro derivati, 
ovvero di composti contenenti a loro volta gruppi donatori/accettori di legami ad idrogeno.  
L’esigenza di ottenere selettori sempre più efficienti per la separazione della stessa classe di 
composti ha suggerito di progettare selettori di tipo “misto”, ottenuti combinando selettori di varie 
classi. Sono state così preparate CSP contenenti come selettori calixareni che portano catene laterali di 
tipo diammidico (Chirasil-CalixVal).[9,10a] o fasi binarie contenenti sia un selettore diammidico che un 
selettore di tipo ciclodestrinico (Chirasil-DexVal,…).[8c,10]  
Abbiamo qui seguito lo stesso tipo di orientamento progettuale, combinando la chinina con 
selettori di tipo diammidico. Quale composto di tipo diammidico sono stati selezionati i due 
enantiomeri della N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide (6, figura 4.2). Abbiamo, quindi, 
esplorato due diverse vie di coniugazione chinina-selettore diammidico, delle quali la prima coinvolge il 
raggruppamento ossidrilico della chinina (5) e la seconda l’azoto chinuclidinico. Sono stati così ottenuti 
quattro selettori chirali, due derivati diastereoisomerici nei quali la catena diammidica è stata legata 
covalentemente al sito C9 della chinina (1 e 2) e due derivati diastereoisomerici di tipo ionico (3 e 4) 
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ottenuti per salificazione dell’azoto chinuclidinico (figura 4.2); nei due derivati 1 e 3, rispettivamente di 
tipo covalente e ionico, il carbonio chirale presente nella catena diammidica ha configurazione assoluta 
S mentre nei composti 2 e 4 tale centro chirale è di configurazione assoluta R. 
I derivati 1-4 della chinina sono stati impiegati quali agenti solvatanti chirali per spettroscopia 
NMR in esperimenti di enantiodiscriminazione di α-amminoacidi N-trifluoroacetilati ed è stata 
accuratamente valutata, per le due coppie di CSA diastereoisomerici, l’influenza della variazione di 
configurazione assoluta del centro chirale del gruppo derivatizzante diammidico nei processi di 
riconoscimento molecolare.  
Al fine di razionalizzare i risultati degli esperimenti di riconoscimento molecolare chirale è stato 
anche condotto uno studio NMR in soluzione dei meccanismi d’interazione selettore/substrato chirale.  
 
 
Figura 4.2 – Struttura dei derivati (S)- o (R)-QuiPhe covalenti (1-2) e ionici (3-4),  
della chinina (5) e della N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide (6) 
 
 
4.2 Sintesi e caratterizzazione NMR dei derivati della chinina  
I composti 1 e 2, (S)- e (R)-QuiPhe covalente, sono stati sintetizzati a partire da chinina 5 e  
N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide (6), di opportuna configurazione assoluta, utilizzando le 
procedure sintetiche riportate in letteratura per l’ottenimento di analoghi derivati O-alchilati della 
chinina (schema 4.1, capitolo 5).[11] 
La N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide[9] (6) (capitolo 5) è stata a sua volta ottenuta a 
partire da N-Boc-(S)- o (R)-fenilalanina, la quale, per reazione con N,N’-dicicloesilcarbodiimmide 
(DCC) e terz-butilammina in CH2Cl2, è stata inizialmente convertita nella corrispondente terz-
butilammide (schema 4.1). Il prodotto grezzo di questo primo stadio di reazione, senza preventive 
purificazioni, è stato sottoposto a deprotezione in presenza di un eccesso di acido trifluoroacetico. 
L’acetilazione con cloruro di bromoacetile dell’ammide così ottenuta, in presenza di ossido di 
propilene, ha condotto alla formazione di un prodotto che è stato purificato per cristallizzazione da 
esano ed acetato di etile (2:1). Questa procedura ha consentito di ottenere l’N-bromoacetil-(S)- o (R)-
fenilalanina-terz-butilammide (6) con resa elevata (76%). 
Il bromuro di N’-(N-acetilil-fenilalanina-terz-butilammide)chininio (3 e 4) è stato invece 
preparato aggiungendo il composto 6, avente il centro chirale di configurazione assoluta opportuna, ad 
una soluzione di chinina in metanolo anidro e lasciando in agitazione a temperatura ambiente per 48 
ore la miscela così ottenuta (schema 4.2, capitolo 5). 
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Schema 4.1 – Procedura di sintesi dei derivati 1 e 2 e del precursore I 
 
 
Schema 4.2 – Procedura di sintesi dei derivati 3 e 4 
 
I derivati 1-4 sono stati successivamente caratterizzati tramite spettroscopia 1H e 13C NMR in 
soluzione di CDCl3 e nel capitolo 5 è stata riportata in dettaglio l’attribuzione delle loro risonanze, 
basata sull’uso combinato di tecniche NMR mono e bidimensionali di correlazione scalare omo- ed 
eteronucleare oltre che di tecniche di correlazione dipolare omonucleare. 
 
 
4.3 Esperimenti di enantiodiscriminazione 1H e 19F NMR 
L’impiego di ausiliari chirali per eseguire determinazioni di purezza enantiomerica tramite 
spettroscopia NMR si fonda sulla loro capacità di formare solvati diastereomerici con i due 
enantiomeri di un substrato chirale, allo scopo di differenziarne i segnali NMR (capitolo 1). L’entità di 
tale differenziazione, definita nonequivalenza (∆δ =|δR – δS|), è pari alla differenza tra i chemical shift 
di segnali corrispondenti dei due enantiomeri (δR e δS, ppm o Hz) del substrato in esame in presenza 
dell’ausiliario chirale ed è una misura dell’efficienza enantiodiscriminante dell’ausiliario chirale stesso 
(capitolo 1).  
Al fine di valutarne l’efficienza quali agenti solvatanti chirali (CSA) per spettroscopia NMR, i 
derivati (R)/(S)-QuiPhe covalenti e ionici 1-4 (figura 4.2) sono stati impiegati in esperimenti di 
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enantiodiscriminazione di N-trifluoroacetil derivati di α-amminoacidi (NTFA-aa 7-11, figura 4.3) e loro 
analoghi 12, 13 (figura 4.3). I risultati di tali esperimenti sono stati confrontati con quelli ottenuti 
impiegando quali CSA sia la chinina nonderivatizzata 5 che la N-bromoacetil-fenilalanina-terz-
butilammide 6. 
 
 
Figura 4.3 – Substrati impiegati negli esperimenti di enantiodiscriminazione 
 
Gli esperimenti sono stati effettuati confrontando gli spettri NMR (25 °C, CDCl3) dei substrati 
7-13, enantiomericamente arricchiti nell’enantiomero (S), in assenza e in presenza dell’ausiliario chirale, 
nelle stesse condizioni di concentrazione totale e rapporto molare. È da osservare a tal proposito che la 
maggior parte dei derivati degli amminoacidi impiegati presenta scarsa solubilità in CDCl3 (≤ 5 mM) la 
quale incrementa significativamente in presenza dell’ausiliario chirale (~ 60 mM). È stato, pertanto, 
possibile analizzare miscele CSA/substrato a concentrazione piuttosto elevata (60 mM) allo scopo di 
massimizzare la nonequivalenza e, quindi, di individuare le condizioni sperimentali che permettono di 
realizzare determinazioni di purezza enantiomerica assai accurate. È necessario precisare, tuttavia, che 
non è stato possibile effettuare un confronto con il substrato chirale puro alla stessa concentrazione. 
 
I substrati 7-11 sono stati selezionati in quanto presentano gruppi donatori di legami ad idrogeno 
e nuclei 19F, che essendo attivi all’NMR possono servire come ulteriore sonda nello studio dei processi 
di enantiodiscriminazione.  
Poiché tali substrati differiscono tra loro solamente per la natura del gruppo legato al centro 
chirale, è stato possibile valutare l’influenza sui processi di riconoscimento molecolare da parte di 
gruppi a diverso ingombro sterico collocati in prossimità del centro chirale stesso. 
Il gruppo trifluorometile, inoltre, contiene tre nuclei di fluoro equivalenti e si trova a distanza 
tale da nuclei protonici da permetterne l’osservazione in assenza di accoppiamenti scalari 19F-1H, 
ovvero dà origine ad un singoletto. Tale risonanza, proprio perché è un singoletto, può essere 
convenientemente sfruttata per eseguire determinazioni assai accurate e quantitative dei rapporti 
enantiomerici, anche nei casi in cui l’entità della nonequivalenza sia bassa. É inoltre da osservare che in 
tal caso una determinazione accurata della purezza enantiomerica può anche essere basata sul 
confronto tra le altezze dei segnali, tenuto conto che, nella maggior parte delle applicazioni che 
coinvolgono l’uso di ausiliari chirali diamagnetici, le larghezze di riga di segnali corrispondenti prodotti 
dai due enantiomeri in loro presenza sono confrontabili. 
I composti 12 e 13, infine, sono stati selezionati in quanto permettono di valutare, 
rispettivamente, il ruolo della funzionalità carbossilica libera e dell’acidità del protone di tipo ammidico 
nell’interazione con i selettori chirali. 
 
4.3.1 Esperimenti di enantiodiscriminazione 1H NMR 
Dall’analisi degli spettri protonici relativi alle varie miscele equimolari selettore/selettando è 
stato possibile ricavare dati di nonequivalenza, dai quali emerge in modo evidente la capacità dei CSA 
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1-5 di indurre anisocronia più o meno pronunciata dei nuclei protonici di tutti i substrati chirali 
impiegati. 
In ciascuna miscela selettore/substrato chirale i protoni di quest’ultimo che più risentono della 
presenza dell’ausiliario chirale sono quelli di tipo ammidico, per i quali sono state misurate le 
nonequivalenze di maggiore entità e le cui risonanze sono state pertanto selezionate come segnali di 
riferimento per valutare l’efficienza degli ausiliari chirali da noi sintetizzati. L’impiego di tale sonda per i 
processi di enantiodiscriminazione 1H NMR è risultato estremamente vantaggioso perché le risonanze 
dei protoni ammidici non sono generalmente sovrapposte a quelle originate dal solvatante o possono, 
comunque, essere estratti agevolmente registrando gli spettri 1D TOCSY (capitolo 5) per eccitazione 
selettiva del protone metinico legato al centro chirale del substrato stesso. 
 
Il punto di partenza dell’analisi dei risultati ottenuti negli esperimenti di enantiodiscriminazione è 
costituito dal derivato dell’alanina 7 (NTFA-Ala) (figura 4.3, tabella 4.1) in cui è presente, oltre al 
raggruppamento N-trifluoroacetammidico ed alla funzionalità carbossilica libera, un gruppo metilico 
legato al centro chirale. 
 
Tabella 4.1 Nonequivalenze 1H NMR (∆δ = |δR - δS|, ppm, 600 MHz, CDCl3, 25 °C, ppm) 
misurate sui protoni ammidici dei substrati 7-13 (60 mM, arricchiti nell’enantiomero (S)) in 
presenza di un equivalente dei CSA 1-5. 
 (S)-QuiPhe 
covalente 1 
(R)-QuiPhe  
covalente 2 
(S)-QuiPhe 
ionico 3 
(R)-QuiPhe 
ionico 4 
Chinina 5 
7 0.054 0.080 0.045 0.015 0.030 
8 0.095 0.047 0.020 0.013 0.015 
9 0.053 0.053 0.015 0.023 0.034 
10 0.150 0.100 0.051 0.030 0.035 
11 0.095 0.044 0.022 0.011 0.017 
12 0 0 0 0 0 
13 0.023 0.015 0.024 0.005 0.022 
 
In presenza della chinina non derivatizzata 5 (figura 4.2) i segnali dei protoni ammidici dei due 
enantiomeri, differenziati di 0.030 ppm (tabella 4.1, figura 4.4), subiscono entrambe uno shift ad alte 
frequenze fino al valore di 7.60 ppm (S) e 7.57 ppm (R) che è più pronunciato per (S)-7 (∆δ = 0.74 
ppm) rispetto a (R)-7 (tabella 4.2). Il derivato covalente della chinina (R)-QuiPhe 2 produce un 
deschermo confrontabile sul protone di ammidico di (R)-7 (∆δ = 0.72 ppm), ma aumenta l’effetto 
prodotto sull’analogo protone di (S)-7 (∆δ = 0.80 ppm) e ciò si traduce in un incremento assai 
significativo della nonequivalenza, che è pari a 0.080 ppm (tabella 4.1, figura 4.4). Il comportamento di 
(S)-QuiPhe 1 non è semplicemente pseudoenantiomerico, conducendo ad una inversione della 
posizione dei segnali prodotti dai due enantiomeri (figura 4.4), ma si ha anche una diminuzione della 
nonequivalenza rispetto a (R)-QuiPhe 2 pur rimanendo la differenziazione degli enantiomeri più 
elevata rispetto a quella originata dalla chinina non derivatizzata (tabella 4.1). 
Entrambe i derivati di tipo ionico producono nonequivalnze più basse sul derivato della alanina 
(figura 4.5), con il senso della nonequivalenza, ovvero le posizioni relative dei segnali enantiomerici, 
che correlano con quello osservato per gli analoghi derivati covalenti. Ovvero, (S)-QuiPhe 3 induce un 
deschermo più pronunciato nel protone ammidico dell’enantiomero (R), mentre (R)-QuiPhe 4 
descherma maggiormente l’enantiomero di 7 con configurazione opposta. 
È da osservare che le posizioni relative dei segnali di (S)-7 e (R)-7 nelle miscele contenenti gli 
ausiliari chirali 2 e 4, ovvero quelle nei quali è presente la catena di configurazione assoluta R, sono le 
stesse trovate per la chinina non derivatizzata. 
Pertanto, se noi assimiliamo, come è ragionevole, il deschermo risentito dal protone ammidico 
del derivato amminoacidico sia correlabile più che al suo intorno chimico ad interazioni attrattive tipo 
legame ad idrogeno e, quindi, alla forza dell’interazione intermolecolare substrato enantiomerico-
ausiliario chirale, dobbiamo supporre che i derivati contenenti la catena di configurazione assoluta S, 
legano più fortemente l’enantiomero (R)-7, mentre i derivati ionico e covalente la cui catena ha il 
centro chirale di configurazione R stabilizza maggiormente l’enantiomero (S)-7 così come osservato 
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per la chinina non derivatizzata. Tuttavia, entrambi i derivati covalenti sono assai più efficienti di quelli 
ionici e della diammide e questo è anche l’unico caso in cui (R)-QuiPhe 2 è più efficiente di  
(S)-QuiPhe 1. 
Allo scopo di stabilire se l’andamento osservato è caratteristico della classe di derivati 
amminoacidici analizzati o risente delle variazioni strutturali in prossimità del centro chirale, a parità di 
tipo di derivatizzazione, abbiamo effettuato l’analogo studio sul derivato N-trifluoroacetilato della 
valina (NTFA-Val, 8) (figura 4.3). 
Per aggiunta di un equivalente di chinina non derivatizzata 5, il gruppo ammidico di 8 risulta 
debolmente deschermato (tabella 4.2) e la nonequivalenza misurata, pari a 0.015 ppm, è circa la metà di 
quella rilevata per il protone ammidico della NTFA-Ala in presenza di un equivalente di 5. L’efficienza 
enantiodiscriminante del CSA (S)-QuiPhe covalente 1, invece, risulta assai superiore nei confronti del 
derivato della valina i cui protoni ammidici sono estremamente differenziati (0.090 ppm) in sua 
presenza (figura 4.4). 
L’analisi comparata delle miscele 2/7 e 2/8 ha messo in evidenza una diminuzione di 
nonequivalenza dei nuclei ammidici passando dalla NTFA-Ala alla NTFA-Val, 0.080 ppm e 0.047 ppm 
rispettivamente, cui è associato anche un decremento dell’effetto di deschermo su di essi in 
conseguenza della formazione dei solvati diastereoisomerici (tabella 4.2). 
 
 
Figura 4.4 – Regione dello spettro 1H NMR (60 mM, 600 MHz, CDCl3, 25 °C) relativo alla risonanza dei protoni ammidici 
degli NTFA-aa 7-11 in miscela equimolare con i CSA 1, 2 e 5 
 
Tabella 4.2 Chemical shift 1H NMR (δ, 600 MHz, CDCl3, 25 °C) e shift di complessazione  
(∆δ = |δC - δL|, ppm) misurati sui protoni NH dei substrati 7-11 (60 mM, arricchiti 
nell’enantiomero (S)) in presenza di un equivalente dei CSA 1-5. 
 (S)-QuiPhe 
covalente 1 
(R)-QuiPhe  
covalente 2 
(S)-QuiPhe 
ionico 3 
(R)-QuiPhe 
ionico 4 
Chinina 5 
 δ ∆δ δ ∆δ ∆ ∆δ δ ∆δ δ ∆δ 
(S)-7 7.69 0.83 7.66 0.80 7.66 0.80 7.56 0.70 7.60 0.74 
(R)-7 7.74 0.88 7.58 0.72 7.71 0.85 7.55 0.69 7.57 0.71 
(S)-8 7.42 0.70 7.43 0.71 7.23 0.51 7.16 0.44 7.25 0.53 
(R)-8 7.51 0.79 7.38 0.66 7.25 0.53 7.15 0.43 7.24 0.52 
(S)-9 7.76 0.56 7.76 0.56 7.87 0.67 7.78 0.58 7.62 0.42 
(R)-9 7.81 0.61 7.71 0.51 7.89 0.69 7.76 0.56 7.59 0.39 
(S)-10 7.54 0.87 7.53 0.86 7.46 0.79 7.39 0.72 7.30 0.63 
(R)-10 7.69 1.02 7.43 0.76 7.51 0.84 7.36 0.69 7.26 0.59 
(S)-11 7.44 0.77 7.41 0.74 7.34 0.67 7.26 0.59 7.31 0.64 
(R)-11 7.54 0.87 7.37 0.70 7.36 0.69 7.25 0.58 7.29 0.62 
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Il CSA (S)-QuiPhe ionico 3, risulta meno efficace nell’indurre anisocronia dei nuclei di 8 che 
non del derivato dell’alanina 7, i protoni ammidici dei due enantiomeri di 8 sono infatti nettamente 
meno deschermati (0.51 ppm (S) e 0.53 ppm (R), tabella 4.2) e le corrispondenti risonanze 
parzialmente sovrapposte (figura 4.5). In miscela con il selettore di tipo ionico 4, invece, sia l’effetto di 
deschermo misurato sui protoni ammidici di (R)-8 e (S)-8 (0.43 ppm e 0.44 ppm) che la 
nonequivalenza (0.013 ppm) sono confrontabili (tabelle 4.1 e 4.2) rispetto a quanto riscontrato nella 
miscela 5/8. Tale selettore, d’altra parte, sembra non risentire della sostituzione al carbonio adiacente al 
centro chinale visto che si misurano nonequivalenze confrontabili dei protoni ammidici nelle miscele 
4/7 e 4/8 (tabella 4.2, figura 4.5).  
È importante infine sottolineare che l’andamento del senso della nonequivalenza, a parità di 
ausiliario chirale, è lo stesso per i due substrati chirali esaminati (figure 4.4 e 4.5, tabella 4.2). 
 
 
Figura 4.5 – Regione dello spettro 1H NMR (60 mM, 600 MHz, CDCl3, 25 °C) relativo alla risonanza dei protoni ammidici 
degli NTFA-aa 7-11 in miscela equimolare con i CSA 3 e 4 
 
Al fine di valutare il ruolo della catena diammidica da noi legata alla struttura alcaloidica tramite 
derivatizzazione della chinina (schemi 4.1 e 4.2), nei processi di riconoscimento molecolare degli 
NTFA-aa da parte dei CSA 1-4, sono stati anche eseguiti esperimenti di enantiodiscriminazione dei 
substrati 7 ed 8 impiegando quale CSA la N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide 6 (figura 4.2) 
quale agente solvatante chirale. Tale ausiliario chirale non è però capace di produrre anisocronia di 
nessuno dei nuclei dei substrati enantiomerici 7 e 8, ad indicare che è la sinergia tra la catena 
diammidica e lo scheletro alcaloidico che permette di ottenere i risultati sopra discussi (tabella 4.1). 
 
Alla luce dei risultati ottenuti sono stati quindi analizzati altri amminoacidi trifluoroacetilati con 
la funzionalità carbossilica libera, in particolare il derivato 9 della metionina (NTFA-Met), 10 della 
leucina (NTFA-Leu) e 11 della fenilalanina (NTFA-Phe) (figura 4.3). I protoni ammidici di tutti i 
substrati risultano deschermati in presenza degli ausiliari chirali 1-5 (tabella 4.2). Inoltre, essi risultano 
discriminati in modo estremamente efficiente dai selettori (R)- ed (S)-QuiPhe covalente 1 e 2 (tabella 
4.1, figura 4.4) che permettono di ottenere nonequivalenze assai più elevate rispetto agli altri CSA 
impiegati. 
Ad esempio, in presenza del substrato 10 si ottengono i migliori risultati e nella miscela 1/10 si 
misura una nonequivalenza estremamente elevata e pari a 0.150 ppm (figura 4.4). Il derivato della 
chinina (S)-QuiPhe ionico 3, che si è comunque dimostrato un CSA estremamente efficiente, è invece 
in grado di produrre separazione alla linea di base esclusivamente delle risonanze relative ai protoni 
NH di NTFA-Ala (7) (∆δ = 0.045 ppm) e NTFA-Leu (10) (∆δ = 0.051 ppm) (figura 4.5, tabella 4.1). 
Tale CSA risulta però meno efficiente del suo diastereoisomero 4 e della chinina nel discriminare i 
protoni ammidici di NTFA-Met nonostante in sua presenza (miscela 3/9) essi risultino maggiormente 
deschermati. Il selettore di tipo ionico (R)-QuiPhe 4, infine, dà origine alla più bassa differenziazione 
rilevata dei nuclei ammidici dei substrati in esame e fornisce risultati analoghi alla chinina non 
derivatizzata. 
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Negli esperimenti di enantiodiscriminazione, infine, sono stati presi in considerazione anche 
amminoacidi differentemente derivatizzati (figura 4.3), tra i quali 13 che ha, come 7, la funzionalità 
carbossilica libera, ma presenta un gruppo N-acetile al posto del gruppo N-trifluoroacetile. Il 
contributo derivante dalla funzionalità carbossilica è stato invece valutato tramite il confronto con il 
substrato 12, nel quale lo stesso gruppo è stato derivatizzato a funzione esterea.  
Se si confronta l’entità delle nonequivalenze misurate per i protoni di tipo ammidico nelle 
miscele CSA/7 e CSA/13 (tabella 4.1) emerge una loro netta diminuzione passando al substrato in cui 
tali protoni sono meno acidi, ovvero la N-acetilalanina (13). Ad esempio, nella miscela 7/1 la 
differenziazione dei protoni ammidici dei due enantiomeri è pari a 0.054 ppm, mentre nella miscela 
13/1 corrisponde a 0.023 ppm, ovvero è decisamente più bassa. Pertanto, la derivatizzazione degli 
amminoacidi con introduzione di un gruppo N-trifluoroacetilico non solo è utile in quanto può fornire 
un’ulteriore sonda nei processi di riconoscimento chirale (19F NMR) ma anche perché consente di 
ottenere composti recanti una funzione ammidica di spiccata acidità e quindi in grado di dare origine a 
solvati diastereoisomerici meglio differenziati e più stabili rispetto ad analoghi N-acetil derivati.  
Nessuno dei selettori 1-5, infine, è stato in grado di produrre una differenziazione dei nuclei 
enantiomerici di 12 e questo permette di affermare non solo che la funzionalità carbossilica libera deve 
essere direttamente coinvolta nell’interazione con uno dei siti basici dell’alcaloide, ma anche che la sua 
presenza è necessaria affinché si possa osservare nonequivalenza di chemical shift dei nuclei del 
substrato.  
 
4.3.2 Esperimenti di enantiodiscriminazione 19F NMR 
In tabella 4.3 sono riportati i dati di nonequivalenza relativi agli esperimenti di 
enantiodiscriminazione 19F NMR condotti registrando gli spettri di fluoro di miscele equimolari 
costituite dai derivati diammidici-alcaloidici 1-4 e dalla chinina (figura 4.2) con gli NTFA-aa (figura 4.3).  
 
 
Tabella 4.3 Nonequivalenze 19F NMR (∆δ = |δR - δS|, ppm, 564 MHz, CDCl3, 25 °C) 
misurate per i nuclei dei substrati 7-12 (60 mM) in presenza di un equivalente dei CSA 
1-5. 
 (S)-QuiPhe 
covalente 1 
(R)-QuiPhe  
covalente 2 
(S)-QuiPhe 
ionico 3 
(R)-QuiPhe 
ionico 4 
Chinina 5 
7 0.041 0.011 0.020 0.010 0.014 
8 0.083 0.022 0.010 0.014 0.026 
9 0.064 0.024 0.022 0.017 0.020 
10 0.110 0.037 0.034 0.014 0.020 
11 0.120 0.028 0.010 0.006 0.015 
12 0.009 0 0 0 0 
 
 
Sia la chinina che i suoi derivati riescono a differenziare i nuclei dei gruppi trifluorometilici di 
tutti gli NTFA-aa, indipendentemente dalle specifiche caratteristiche strutturali di quest’ultimi. Le 
nonequivalenze più elevate (tabella 4.3, figura 4.6) e pari a 0.110 ppm e 0.120 ppm sono state misurate 
nelle miscele contenenti il selettore (S)-QuiPhe covalente 1 ed i substrati 10 e 11, rispettivamente. I 
segnali degli enantiomeri di tutti i substrati analizzati, viste le elevate nonequivalenze, sono stati risolti 
alla linea di base dal derivato della chinina 1 (figura 4.6). Nettamente inferiori ma comunque molto 
buone sono risultate le prestazioni del suo diastereoisomero 2 (figura 4.7), dei derivati ionici 3 e 4 e 
della chinina.  
L’analisi degli shift di complessazione riportati in tabella 4.4 permette di affermare che dagli 
esperimenti di enantiodiscriminazione al fluoro è emerso che sia i selettori di tipo ionico 3 e 4 che il 
derivato covalente (S)-QuiPhe 1 (figura 4.6) possono essere impiegati in determinazioni empiriche di 
configurazione assoluta di NTFA-aa. Infatti, così come già osservato nell’ambito della spettroscopia 1H 
NMR, anche per i nuclei di fluoro si osserva maggiore effetto di deschermo per l’enantiomero (R) del 
substrato in presenza dei selettori aventi la catena diammidica di configurazione (S), (S)-QuiPhe 1 e 3, 
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viceversa in presenza di 4. A differenza di quanto osservato nel caso della spettroscopia 1H NMR, per 
il derivato covalente (R)-QuiPhe 2 in miscela con la NTFA-Phe 11 si ha inversione del senso della 
nonequivalenza rispetto allo spettro protonico della stessa miscela ed ai dati ottenuti analizzando le 
altre miscele 2/NTFA-aa. (R)-QuiPhe, ma anche la chinina, non risultano pertanto adatti per eseguire 
determinazioni empiriche di configurazione assoluta tramite spettroscopia al fluoro (tabella 4.4). 
 
 
Figura 4.6 – Regione dello spettro 19F NMR (60 mM, 564 MHz, CDCl3, 25 °C) relativo 
alla risonanza del gruppo CF3 degli NTFA-aa 7-11 in miscela equimolare con 1 
 
 
Figura 4.7 – Regione dello spettro 19F NMR (60 mM, 564 MHz, CDCl3, 25 °C) relativo 
alla risonanza del gruppo CF3 degli NTFA-aa 7-11 in miscela equimolare con 2 
 
4.3.3 Osservazioni conclusive 
Dagli esperimenti di enantiodiscriminazione 1H NMR è emerso che i selettori diammidici-
alcaloidici di tipo covalente (S)- ed (R)-QuiPhe (1 e 2) sono in grado di differenziare le risonanze dei 
protoni ammidici dei due enantiomeri degli NTFA-aa con maggiore efficienza rispetto ai 
corrispondenti derivati di tipo ionico (figure 4.4 e 4.5). 
Di significativa rilevanza è però che i derivati (S)- ed (R)-QuiPhe covalenti 1 e 2 non solo 
riescono a indurre un’elevata anisocronia dei nuclei ammidici dei substrati 7-11 (figura 4.4, tabella 4.1) 
ma, a differenza degli altri solvatanti impiegati negli esperimenti di enantiodiscriminazione, permettono 
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7/1
8/1
9/1
10/1
11/1
S
S
S
S
S
R
R
R
R
R
-13.50-13.30 ppm
ppm-13.55-13.45-13.35
7/2
8/2
9/2
S
S
S
S
S
R
R
R
R
R
-13.50-13.30 ppm
11/2
10/2
 113 
anche di ottenere per i due enantiomeri di tutti i substrati chirali analizzati risonanze separate alla linea 
di base. Alla luce di questo risultato è pertanto possibile concludere che i derivati covalenti (S)- e (R)-
QuiPhe 1 e 2 possono essere impiegati per eseguire determinazioni accurate di purezza enantiomerica, 
tramite spettroscopia NMR, sulla classe di composti chirali in esame (NTFA-aa). 
Al variare delle caratteristiche strutturali della catena legata al centro chirale dei substrati 7-11 è 
stata riscontrata una notevole variabilità nell’entità delle nonequivalenze misurate. In particolare, i CSA 
1-5 in miscela con la NTFA-Leucina (10) hanno fornito i migliori risultati in termini di differenziazione 
dei protoni ammidici, corrispondenti a nonequivalenze notevolmente superiori rispetto a quella 
misurate nelle miscele contenenti gli altri NTFA-aa. Ad esempio, il solvatante chirale più efficiente, 
ovvero il composto (S)-QuiPhe covalente 1, ha condotto ad una nonequivalenza dei protoni NH di 10 
estremamente elevata e pari a 0.150 ppm (tabella 4.1). 
Inoltre, i derivati 1 e 3 nei quali la catena diammidica introdotta per derivatizzazione ha il centro 
chirale di configurazione (S) si sono rivelati in grado di indurre, nei nuclei protonici dei substrati chirali 
analizzati, un’anisocronia superiore rispetto ai loro diastereoisomeri 2 e 4 a parità di substrato. 
In tutti gli esperimenti eseguiti è stata anche messa in evidenza la capacità dei derivati della 
chinina 1 e 3, aventi il centro chirale sulla catena diammidica di configurazione assoluta (S), di produrre 
un effetto di deschermo più pronunciato per il nucleo NH dell’enantiomero (R) dei substrati 7-11 
(figure 4.4 e 4.5). L’andamento è opposto nel caso dei derivati 2 e 4, in presenza dei quali si osserva 
sempre un maggiore effetto di deschermo dei protoni dell’enantiomero (S) del substrato.  
Il senso della nonequivalenza pertanto resta invariato nelle miscele CSA/NTFA-aa per ciascuno 
dei selettori in esame, indipendentemente dalla specifica struttura dell’NTFA-aa: è lo stesso per i 
selettori aventi la catena diammidica di uguale configurazione assoluta (1/3 e 2/4). Tale riproducibilità 
nella posizione relativa dei segnali dei due enantiomeri dei substrati chirali, osservata in miscela con 
ciascuno dei selettori alcaloidici-diammidici, indipendentemente dalla natura specifica del gruppo legato 
al centro chirale del substrato stesso, è alla base delle possibilità di impiego dei selettori 1-4 in 
determinazioni empiriche di configurazione assoluta di NTFA-amminoacidi. 
Risultati analoghi sono stati ottenuti negli esperimenti di enantiodiscriminazione dei nuclei 19F, 
con l’eccezione del CSA 2 e della chinina che presentano un’inversione del senso della non equivalenza 
in presenza della NTFA-Phe (11).  
 
 
Tabella 4.4 Chemical shift 19F NMR (564 MHz, CDCl3, 25 °C, δ, ppm) e shift di compelssazione (∆δ, ppm) 
misurati per I nuclei di fluoro del substrato (60 mM, arricchito nell’enantiomero (S)) in presenza di un 
equivalente dei CSA 1-5 
 (S)-QuiPhe 
covalente 1 
(R)-QuiPhe 
covalente 2 
(S)-QuiPhe 
ionico 3 
(R)-QuiPhe 
ionico 4 
Chinina 5 
 δ ∆δ δ ∆δ ∆ ∆δ δ ∆δ δ ∆δ 
(S)-7 -13.59 -0.01 -13.56 0.02 -13.45 0.13 -13.48 0.10 -13.61 -0.03 
(R)-7 -13.55 0.03 -13.57 0.01 -13.43 0.15 -13.49 0.09 -13.62 -0.04 
(S)-8 -13.34 0.07 -13.35 0.06 -13.30 0.11 -13.33 0.08 -13.40 0.01 
(R)-8 -13.26 0.15 -13.37 0.04 -13.29 0.12 -13.35 0.06 -13.42 -0.01 
(S)-9 -13.39 0.09 -13.41 0.07 -13.29 0.19 -13.33 0.15 -13.46 0.02 
(R)-9 -13.33 0.15 -13.43 0.05 -13.27 0.21 -13.34 0.14 -13.48 0 
(S)-10 -13.42 0.06 -13.38 0.10 -13.32 0.16 -13.35 0.13 -13.46 0.02 
(R)-10 -13.32 0.16 -13.42 0.06 -13.28 0.20 -13.36 0.12 -13.49 -0.01 
(S)-11 -13.59 0.01 -13.56 0.04 -13.48 0.12 -13.59 0.01 -13.61 -0.01 
(R)-11 -13.47 0.13 -13.53 0.07 -13.47 0.13 -13.60 0 -13.60 0 
 
 
4.4 Studio preliminare dei meccanismi di riconoscimento chirale 
Al fine di razionalizzare i risultati degli esperimenti di enantiodiscriminazione discussi nel 
paragrafo precedente, ovvero con lo scopo di ottenere informazioni sui processi di riconoscimento 
chirale a livello molecolare, sono state condotte alcune indagini preliminari volte a chiarire la 
stereochimica e la termodinamica dei solvati diastereoisomerici formati in soluzione dai selettori 1-5 
con i substrati enantiomerici.  
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È stata innanzitutto investigata la conformazione assunta in soluzione dai solvatanti chirali 
alcaloidici/diammidici da noi sintetizzati e ne è stata studiata la tendenza a dare origine a processi di 
autoaggregazione che, in soluzione, possono competere con gli equilibri di eterocomplessazione., 
influenzando, così, i processi di riconoscimento chirale.  
 
4.4.1 Analisi conformazionale dei derivati (S)- o (R)-QuiPhe ionico e covalente 
Nonostante, almeno in linea di principio, l’interazione con un substrato possa dare origine a 
significative variazioni nella conformazione del selettore chirale, è ampiamente riconosciuto che il 
grado di preorganizzazione strutturale di quest’ultimo, ovvero la conformazione preferenzialmente 
assunta in soluzione dal selettore chirale puro, può influenzare in modo assai significativo la natura 
delle interazioni coinvolte nei fenomeni di enantioriconoscimento e, quindi, la sua efficienza e 
versatilità. 
Questo è il motivo per cui sono stati dedicati molti lavori allo studio della conformazione in 
soluzione degli alcaloidi della Cinchona.[5,13,14] Tali lavori si basano sulla definizione della 
disposizione dei sostituenti attorno ai legami singoli che congiungono gli anelli chinolinico e 
chinuclidinico, ovvero i legami C8-C9 e C9-C16 (figura 4.8), principalmente tramite utilizzo di metodi di 
calcolo teorico e di tecniche spettroscopiche NMR (analisi degli effetti NOE e delle costanti di 
accoppiamento vicinale JHH’). 
In particolare, Burgi e Baiker[14] hanno descritto un protocollo di analisi per lo studio della 
conformazione della cinconidina (analogo strutturale della chinina) che è stato poi applicato con 
successo per lo studio della conformazione di derivati carbammoilici della chinina dal gruppo di ricerca 
in cui si è svolto il presente lavoro di Tesi.[5g]  
In accordo con quanto descritto da Burgi e Baiker,[14] i principali gradi di libertà della 
cinconidina (chinina) sono correlati con gli angoli di torsione τ1 e τ2 definiti, rispettivamente, dagli 
atomi C15-C16-C9-C8 e C16-C9-C8-N (figura 4.8), i quali determinano l’orientazione relativa dell’anello 
chinolinico e dell’anello chinuclidinico. Altri gradi di libertà riguardano la disposizione spaziale del 
gruppo ossidrilico, del gruppo vinilico e la conformazione dell’anello chinuclidinico. 
Risultati di calcoli da essi eseguiti e basati su metodi teorici hanno permesso di affermare che:  
a) i conformeri in cui il protone ossidrilico punta in direzione opposta rispetto all’anello 
chinuclidinico sono più stabili rispetto agli altri possibili, con alcune eccezioni che possono essere 
trascurate;  
b) le conformazioni più stabili per la molecola sono quelle in cui l’anello chinuclidinico si trova 
da un lato rispetto al piano dell’anello chinolinico, mentre il protone H8 ed il gruppo ossidrilico sono 
dall’altro. 
 
 
Figura 4.8 
 
Variando l’ampiezza dei due angoli di torsione τ1 e τ2, ovvero i due gradi di libertà della 
molecola, tramite l’applicazione di metodi di calcolo teorico, è inoltre possibile costruire per la 
cinconidina (chinina), una superficie di energia potenziale. L’analisi di quest’ultima evidenzia la 
presenza di sei punti di minimo ai quali corrispondono sei diversi assetti conformazionali, i più stabili 
per la molecola stessa. Tra i suddetti sei conformeri, solo quattro risultano però significativamente 
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popolati a temperatura ambiente (figura 4.9) e per identificarli in modo chiaro sono stati denominati 
nel modo seguente: 
a) Closed(1): τ1= -107.0° e τ2= 57.5°; b) Closed(2): τ1= 80.4° e τ2= 65.3°; c) Open(3): τ1= 101.4° 
e τ2= 153.6°; d) Open(4): τ1= -89.3° e τ2= 150.1°. 
Il termine “Closed” (chiuso) è impiegato per indicare quei conformeri in cui l’azoto 
chinuclidinico punta nella direzione dell’anello chinolinico ed è quindi sin rispetto ad esso; in modo 
analogo, il termine “Open” (aperto) si attribuisce ai conformeri nei quali l’azoto chinuclidinico è in 
posizione anti rispetto all’anello chinolinico. Nelle conformazioni di tipo chiuso si ha pertanto un 
valore dell’angolo diedro τ3, descritto dai nuclei H9-C8-C9-H8, pari a -176.8° nella Closed(1) e -172.5° 
nella Closed(2); nelle conformazioni di tipo aperto τ3 vale -78.3° nella Open(3) e -77.5° nella Open(4).  
In aggiunta, in tali conformazioni limite è possibile individuare i nuclei protonici che si vengono 
a trovare in prossimità spaziale come conseguenza delle disposizioni relative degli anelli chinolinico e 
chinuclidinico (figura 4.9).  
Nelle specie di tipo Open(3) e Closed(2) il protone H8 punta verso il nucleo H5, mentre nelle 
Open(4) e Closed(1) è orientato in direzione di H1. Inoltre, nella forma Closed(1) il protone H9 viene a 
trovarsi in prossimità spaziale di H5, mentre il nucleo H15 è orientato in direzione di H1. Nel 
conformero Closed(2) si presenta, invece, una situazione opposta alla precedente: H9 è vicino ad H1 
mentre H15 si trova in prossimità spaziale rispetto ad H5. 
Per quanto riguarda le conformazioni di tipo aperto è possibile osservare che la Open(3) è 
caratterizzata dalla vicinanza spaziale tra H1 ed H11 mentre nella Open(4) quest’ultimo nucleo è 
orientato in direzione di H5.  
Da calcoli teorici in fase gassosa, la conformazione Open(3) è risultata la più stabile, seguita in 
ordine decrescente di stabilità da Closed(2), Closed(1) e Open(4). 
Burgi e Baiker hanno studiato,[14] inoltre, al variare del solvente e quindi al variare della polarità 
del mezzo, l’andamento delle popolazioni (%) per i suddetti conformeri. Tale studio ha portato alla 
conclusione che in solventi apolari il conformero Open(3) è ancora la specie dominante, in quanto 
maggiormente stabilizzata dal mezzo, ma, all’aumentare della polarità dello stesso, si osserva un 
incremento di stabilità delle specie “chiuse” e perciò un aumento delle popolazioni (%) delle specie 
Closed(2) e Closed(1); il conformero Open(4), invece, non è stabilizzato né da solventi polari né da 
solventi apolari. 
Il parametro determinante nelle interazioni di solvatazione, interazioni soluto-solvente, è il 
momento di dipolo della molecola, parametro che dipende dalla conformazione della molecola stessa. 
Gli effetti di stabilizzazione dovuti al solvente sono pertanto correlati con il momento di dipolo 
elettrico dei diversi conformeri. Il momento di dipolo delle forme Closed(1) e Closed(2) è elevato e 
nettamente superiore rispetto a quello delle specie “aperte” e questo è in accordo con i risultati appena 
illustrati.  
È necessario tener presente che possono esistere delle eccezioni rispetto a tali previsioni nel caso 
intervengano interazioni soluto-solvente di altra natura rispetto a quelle prese in considerazione nel 
precedente modello teorico, interazioni in grado di stabilizzare una particolare conformazione (ad 
esempio legami ad idrogeno tra il solvente ed uno dei gruppi funzionali presenti nel soluto). D’altra 
parte, indipendentemente dagli effetti di stabilizzazione dovuti al solvente, la diversa stabilità dei 
quattro conformeri può esser spiegata tenendo conto sia della mutua repulsione tra gli anelli 
chinuclidinico e chinolinico ed il gruppo ossidrilico che della repulsione che nei vari conformeri può 
esser presente tra i nuclei H5/H1 e l’atomo di ossigeno. In particolare, per quanto riguarda il secondo 
aspetto, è stato osservato che nei conformeri Closed(1) ed Open(4) la distanza O/H5 è più corta 
rispetto a quella O/H1 misurata nei conformeri Closed(2) e Open(3) e pari a circa 0.15 Å; questo 
spiega la minor stabilità delle prime due conformazioni. 
L’identificazione dei vari conformeri presenti all’equilibrio in soluzione è stata effettuata 
affiancando i suddetti calcoli teorici con misure NMR di interazione dipolare tra i protoni della 
molecola.[14] 
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In particolare, l’analisi delle correlazioni dipolari consente di identificare gli effetti ROE 
considerati caratteristici per le varie conformazioni, oltre a quelli che ricevono contributi da più assetti 
conformazionali. Gli stadi fondamentali di tale analisi possono essere riassunti nel modo seguente: 
a) interazioni dipolari tra i protoni H8 ed H1 sono caratteristiche delle conformazioni Open(4) e 
Closed(1); interazioni dipolo-dipolo H8/H5 ricevono contributi solo dai conformeri Closed(2) ed 
Open(3); b) l’accoppiamento dipolare tra i nuclei H1 ed H11 può confermare la presenza della specie 
Open(3) mentre il ROE H5-H11 è dovuto al conformero Open(4); c) il ROE H1-H15 è caratteristico 
della forma Closed(1) e gli effetti H1-H9 e H5-H15 della Closed(2). 
L’analisi quantitativa degli effetti ROE può quindi condurre, tramite un’opportuna trattazione 
matematica, alla determinazione delle popolazioni dei vari conformeri presenti in soluzione. 
Nel presente lavoro di Tesi, è stata investigata tramite spettroscopia NMR la conformazione dei 
derivati 1-4 della chinina da noi sintetizzati (figura 4.2) analizzando le correlazioni dipolari 
interprotoniche (effetti NOE, capitolo 1), sulla base del protocollo di Burgi e Baiker[14] appena 
descritto. In particolare, è stata definita, da un lato, l’orientazione relativa delle due porzioni rigide della 
porzione alcaloidica della molecola (figura 4.2), ovvero l’anello chinolinico e quello chinuclidinico, e 
dall’altro la stereochimica della catena diammidica rispetto a quest’ultimo. È stato inoltre valutato 
l’effetto della derivatizzazione sulla conformazione dell’alcaloide in dipendenza della configurazione 
assoluta della catena diammidica. 
Infine, è da notare che tale analisi conformazionale è stata eseguita nello stesso solvente 
impiegato anche negli esperimenti di riconoscimento molecolare chirale, il cloroformio deuerato.  
 
 
Figura 4.9 – Rappresentazione dei quattro conformeri limite più stabili della cinconidina 
 
4.4.1.1 (S)-QuiPhe covalente e (R)-QuiPhe covalente 
Conformazione dello scheletro alcaloidico: a causa della sfortunata sovrapposizione di risonanze 
(H1/H5/Ho e H9/H15) (vedi schemi di numerazione nel capitolo 5) che rappresentano punti chiave per 
l’identificazione dei quattro conformeri limite di tipo aperto e chiuso che possono essere presenti 
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all’equilibrio in soluzione, secondo quanto descritto da Burgi e Baiker[14] ed illustrato nel paragrafo 
precedente, non è stato possibile determinare il loro contributo percentuale alla conformazione 
mediamente assunta dai i derivati covalenti della chinina 1 e 2. In altri termini, non è stato possibile 
definire la conformazione attorno ai legami C8-C9 e C9-C16 in quanto nelle tracce delle mappe 2D 
ROESY relative ai nuclei H8 ed H9 non si distinguono gli effetti ROE originati da questi ultimi su H5 
ed H1. 
Essendo il segnale corrispondente alla risonanza del protone H8 di 1 e 2 un singoletto slargato 
(figura 4.10) e quindi la costante di accoppiamento J89 molto piccola, si può però affermare che i 
derivati (S)- e (R)-QuiPhe covalenti devono assumere entrambe una conformazione di tipo aperto con 
l’azoto chinuclidinico in posizione anti rispetto all’anello chinolinico. Tale conclusione è supportata 
dalla presenza di una correlazione dipolare tra i protoni H8 ed H9. 
 
Figura 4.10 – Regione dello spettro 1H NMR (75 mM, CDCl3, 600 MHz, 25 °C)  
dei derivati 1-4 della chinina in cui risuona il protone H8 
 
Stereochimica del gruppo derivatizzante: per quanto riguarda la determinazione della 
conformazione della catena diammidica, che nei derivati 1 e 2 della chinina è stata legata all’atomo di 
ossigeno presente sul C9, è innanzitutto possibile osservare che il protone H8 produce effetto ROE 
assai intenso sui nuclei protonici del gruppo metilenico direttamente legato all’ossigeno (Ha/Ha’) (figura 
4.11) (vedi schemi di numerazione nel capitolo 5) e questo significa che è cisoide rispetto ad essi. I 
nuclei Ha ed Ha’, invece, danno effetto ROE significativo sul protone H15 dell’anello chinuclidinico, a 
conferma del fatto che (S)- e (R)-QuiPhe covalenti assumono in soluzione una conformazione di tipo 
aperto e che H8, H15 e Ha/Ha’ sono tutti in reciproca prossimità spaziale.  
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Figura 4.11 – Rappresentazione della disposizione spaziale di (S)-QuiPhe 1 e delle correlazioni 
dipolari dei protoni della catena diammidica 
 
Per i protoni Ha/Ha’ è possibile anche osservare interazione dipolare con il protone ammidico 
Hb che, pertanto, sarà spazialmente proiettato verso di loro. 
Il protone metinico Hc, direttamente legato al centro chirale, produce effetto ROE molto 
intenso sul protone ammidico He, che si disporrà quindi in posizione cisoide rispetto ad esso, e 
interazioni dipolari di minore intensità, ma tra loro equivalenti, in corrispondenza dei protoni del 
gruppo metilenico di tipo benzilico (Hd/Hd’). Sono osservati anche effetti ROE tra Hc ed i nuclei 
protonici in posizione orto sull’anello fenilico, ad indicare che Hc deve essere affacciato a tale anello 
aromatico. Infine, è possibile notare che l’interazione dipolare tra Hc ed il protone ammidico Hb, in 
posizione vicinale rispetto ad esso, ha bassa intensità. 
Sostituendo nella relazione di Karplus (equazione 1.3) i valori dei parametri A, B e C ottimizzati 
per un frammento molecolare del tipo H-N-C-H ed il valore misurato nello spettro protonico per la 
costante di accoppiamento Jbc, può esser ricavato il valore dell’angolo θ descritto dai nuclei Hb-N-C25-
Hc. Essendo, per il composto 1 Jbc = 8.4 Hz sono stati ottenuti per l’angolo θ i valori di 150° e 11°, tra i 
quali, sulla base degli effetti ROE misurati, è possibile scegliere il primo. Per quanto riguarda il derivato 
2 si misura per tale costante di accoppiamento vicinale il valore di 8.3 Hz ad indicare una disposizione 
completamente analoga dei sostituenti attorno al legame N-C25. 
 
4.4.1.2 (S)-QuiPhe ionico e (R)-QuiPhe ionico 
Conformazione dello scheletro alcaloidico: l’analisi delle correlazioni dipolari relative al protone 
H8 dei derivati ionici della chinina (3 e 4) (figure 4.12a e 4.13a) ha messo in evidenza che l’effetto ROE 
H8-H5 è in entrambe i casi più intenso di quello H8-H1 e questa osservazione permette di asserire che i 
conformeri limite Closed(2) e/o Open(3) (figura 4.3) devono essere quelli maggiormente popolati a 
temperatura ambiente in cloroformio. Gli effetti ROE H8-H1 (figure 4.12a e 4.13a), d’altra parte, sono 
da attribuire alla presenza, seppur in percentuale minore, dei conformeri limite Closed(1) e/o Open(4). 
L’assenza di effetti ROE H5-H15 sia per 3 (figura 4.14) che nel caso di 4, suggerisce che il 
conformero limite Closed(2) deve essere presente solo in quantità trascurabile. Gli effetti ROE H8-H5 
osservati per i due sali della chinina devono pertanto essere originati dalla loro vicinanza spaziale nella 
conformazione limite Open(3), mentre gli effetti ROE H8-H1 sono associati con la presenza di 
stereoisomeri Closed(1) e/o Open(4).  
La rilevazione di correlazioni dipolari tra i protoni H15 ed H1 (figura 4.14), inoltre, è 
necessariamente conseguenza del fatto che nella specie limite Closed(1) il protone H15 è diretto verso 
H1. 
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Figura 4.12 – Tracce della mappa 2D ROESY (75mM, CDCl3, 600 MHz, mix = 0.6s)  
relative ai protoni (a) H8 e (b) H11 di (S)-QuiPhe ionico 3 
 
 
 
Figura 4.13 – Tracce della mappa 2D ROESY (75mM, CDCl3, 600 MHz, mix = 0.6s)  
relative ai protoni (a) H8 e (b) H11 di (R)-QuiPhe ionico 4 
 
Effetti ROE intramolecolari tra i protoni H8 ed H15 sono stati osservati per entrambe i derivati 
diammidici salini 3 e 4 (figure 4.12a, 4.13a e 4.14) e questo può essere associato, almeno in linea di 
principio, alla presenza degli setereoisomeri Closed(1) e Closed(2). Essendo però trascurabile la 
presenza del conformero limite Closed(2), sulla base di quanto sopra discusso, allora tali effetti devono 
essere principalmente correlati alla presenza della specie Closed(1). 
 Gli effetti ROE H11-H5 e H11-H1 (figure 4.12b e 4.13b), rilevati sia per 3 che per 4, sono da 
attribuire, rispettivamente, ai conformeri limite Open(4) e Open(3).  
Essendo l’intensità dell’effetto ROE H11-H1 notevolmente superiore a quella dell’effetto ROE 
H11-H5 tra le due conformazioni di tipo aperto la Open(3) deve essere quella maggiormente popolata.  
La bassa intensità delle correlazioni dipolari tra le coppie protoniche H8-H15 e H11-H5 è d’altra 
parte in accordo con la minor intensità del ROE H8-H1 rispetto a quello H8-H5, indicando che il 
conformero Open(3) è quello in assoluto maggiormente popolato.  
Poichè l’effetto ROE tra i protoni H8-H15 (figure 4.12a, 4.13a e 4.14) è di bassa intensità si può 
assumere che il conformero limite Closed(1) è presente ma non rappresenta per i sali diammidici della 
chinina la conformazione preferita (più popolata). 
In conclusione, dall’analisi delle correlazioni dipolari relative ai nuclei protonici dei derivati 3 e 4 
è emerso che essi presentano un’analoga situazione conformazionale, ovvero un’analoga popolazione 
dei quattro conformeri limite rappresentati in figura 4.10.  
Le intensità relative degli effetti ROE sopra discussi sono riportate in tabella 4.5 e 4.6, esse sono 
state impiegate per calcolare in modo approssimato le popolazioni Pi dei tre conformeri limite presenti 
in soluzione di CDCl3 all’equilibrio (tabella 4.7).  
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Riassumendo, la correlazione tra i nuclei H8-H1 è dovuta alle forme limite Closed(1) e Open(4), 
l’effetto ROE H8-H5 alla Open(3) e quello H8-H15 alla Closed(1). I dati riportati in tabella 4.2 ci hanno 
pertanto permesso di calcolare il contributo relativo degli stereoisomeri di tipo aperto. I valori delle 
popolazioni percentuali Pi dei vari stereoisomeri sono stati calcolati considerando che la loro somma 
deve essere uguale ad 1 (tabella 4.7). 
I valori delle popolazioni corrispondenti riportati in tabella 4.3 indicano la prevalenza di una 
conformazione di tipo aperto sia per 3 che per il suo dia stereoisomero 4, in accordo con il fatto che il 
protone H8, essendo cisoide ad H9, si presenta come un singoletto slargato (figura 4.10). 
 
 
Figura 4.14 – Traccia della mappa 2D ROESY (75mM, CDCl3, 600 MHz, mix = 0.6s)  
relativa al protone H15 di 3 
 
 
Tabella 4.5 Intensità relative degli effetti ROE ottenuta per 
integrazione dei segnali nelle trace della mappa 2D ROESY (75 
mM, CDCl3, 600 MHz, 25 °C, mix = 0.6 s) relative al protone H8 
di 3 e 4. 
 H8-H1 H8-H5 H8-H15 
3 6.94 88.72 4.34 
4 6.67 89.03 4.30 
 
Tabella 4.6 Intensità relative degli effetti ROE ottenuta per integrazione dei segnali nelle trace della 
mappa 2D ROESY (75 mM, CDCl3, 600 MHz, 25 °C, mix = 0.6 s) relative al protone H11 di 3 e 4. 
 H11/H1 H11/H5 
3 96.30 3.70 
4 97.5 2.5 
 
Tabella 4.7 Popolazioni percentuali Pi, calcolate sulla base delle 
intensità relative degli effetti ROE, dei quattro conformeri limite 
all’equilibro per i derivati 3 e 4.  
 PO(3) PO(4) PC(1) PC(2) 
3 92.8 % 2.7 % 4.5 % ~0 % 
4 93.0 % 2.5 % 4.5 % ~0 % 
 
Stereochimica del gruppo derivatizzante: relativamente alla stereochimica del frammento 
diammidico, introdotto per derivatizzazione sullo scheletro alcaloidico, è emerso che ci sono delle 
piccole differenze per i derivati salini 3 e 4. 
In entrambe i casi il protone H8 da origine ad effetti ROE in corrispondenza della risonanza del 
protone Ha (vedi schema di numerazione capitolo 5) (5.16 ppm in 3 e 5.37 ppm in 4) mentre nessun 
effetto è stato rilevato in corrispondenza della frequenza di Ha’. 
I chemical shift dei protoni diastereotopici direttamente legati all’azoto chinuclidinico, inoltre, 
sono ben differenziati per il composto (S)-QuiPhe ionico (3) e danno origine ad effetti ROE diversi. 
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Ha, infatti, è situato vicino ai protoni H8, H15 ed H9 della porzione alcaloidica della molecola mentre Ha’ 
risulta in prossimità spaziale dei nuclei chinuclidinici H16 ed H19 (ROE Ha’-H16 < ROE Ha’-H19). Non 
sono stati rilevati effetti ROE tra il protone Ha’ ed i nuclei appartenenti all’anello chinolinico né in 
corrispondenza della frequenza di risonanza di H8 e H9. Pertanto, è possibile concludere che il protone 
metilenico Ha’ è proiettato in direzione opposta rispetto ai nuclei H8/H9 ovvero nella regione dello 
spazio dove si trovano i protoni dell’anello chinuclidinico (figura 4.15). 
Relativamente al derivato ionico 4 le osservazioni sono del tutto analoghe, con Ha rivolto verso 
H8/H15 e Ha’ in direzione di H16/H19. 
Il protone chinolinico H5 di (S)-QuiPhe ionico (3) origina intensi effetti ROE in corrispondenza 
delle risonanza dei protoni aromatici dell’anello fenilico mentre per il gruppo metossilico correlazioni 
dipolari sono osservate in corrispondenza del gruppo terz-butilico e dei protoni He, Hc ed Ho (vedi 
schema di numerazione nel capitolo 5) (figura 4.16). 
 
 
Figura 4.15 – Rappresentazione dell’orientazione spaziale della 
catena diammidica di (S)-QuiPhe 3 
 
 
 
Figura 4.16 – Spettro 1D ROESY (75mM, CDCl3, 600 MHz, mix = 0.3 s) 
ottenuto per inversione selettiva dei protoni del gruppo metossilico di 3 
 
In figura 4.12a sono inoltre osservabili deboli effetti ROE che indicano la vicinanza spaziale di 
H8 con il protone ammidico He ed i protoni in orto dell’anello aromatico della catena diammidica (Ho).  
Il protone ammidico Hb del composto 3 dà origine ad intensi e paragonabili effetti ROE in 
corrispondenza di Ha ed Ha’ (figura 4.17). Il legame NHb, pertanto, biseca il piano determinato dai 
protoni metilenici Ha e Ha’, mantenendosi sin rispetto ad essi. Nel caso derivato 4 della chinina, invece, 
l’effetto ROE originato da Hb su tali protoni metilenici è più intenso in corrispondenza di Ha. 
Essendo stato rilevato un effetto ROE reciproco Hb-He molto intenso sia per 3 che per 4 (figura 
4.17) si può concludere i protoni ammidici Hb ed He devono essere cisoidi rispetto alla struttura 
molecolare in entrambe i derivati salini della chinina. 
È da osservare che in tale assetto conformazionale il gruppo carbonilico adiacente alla 
funzionalità ammidica considerata può esser responsabile del notevole effetto di deschermo riscontrato 
sul protone H15, che risuona a 4.78 ppm e 4.82 ppm in (S)-QuiPhe ionico e (R)-QuiPhe ionico, 
rispettivamente. 
He origina, in (S)-QuiPhe ionico 3, effetti ROE di intensità significativa e decrescente in 
corrispondenza delle frequenze di Hc, Hb e Ho, oltre ad effetti più deboli su Hd/Hd’ (con ROE He-Hd 
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< ROE He-Hd’) (figura 4.16) e ad una correlazione in corrispondenza dei protoni del gruppo 
metossilico dello scheletro alcaloidico. 
Il protone Hc di 3, inoltre, risulta circa equidistante dai due protoni benzilici Hd ed Hd’, in tal 
modo Hb si viene a trovare prevalentemente in prossimità di uno di essi. Inoltre quest’ultimo è 
affacciato ai protoni dell’anello fenilico che, a loro volta, si trovano in prossimità di H5.  
I nuclei Hd/Hd’ di (S)-QuiPhe non danno interazioni dipolari con protoni della porzione 
chinolinica né con nuclei appartenenti all’anello chinuclidinico, ma per uno di essi sono stati osservati 
effetti ROE in corrispondenza dei protoni Ho dell’anello fenilico. 
Si può infine stabilire per quanto riguarda la porzione diammidica, sulla base del valore misurato 
per la costante di accoppiamento a tre legami Jbc, relativa all’accoppiamento scalare tra Hb ed Hc e pari 
a 8.4 Hz, il valore dell’angolo diedro θ definito dai nuclei Hb-N-C25-Hc. Risolvendo l’equazione di 
Karplus (capitolo 1) si ottengono due possibili valori di θ, ovvero 11° e 150°, tra i quali sulla base delle 
indicazioni di tipo conformazionale è possibile selezionare il valore di 150°. Tale conclusione è 
supportata dal fatto che i due protoni diastereotopici del raggruppamento benzilico producono effetti 
ROE su Hc. 
Sulla base delle costanti di accoppiamento Jdc e Jd’c (capitolo 5), risolvendo l’equazione di 
Karplus (equazione 1.3) e tenendo conto degli effetti ROE sopra discussi, è inoltre possibile definire il 
valore degli angoli diedri Hd-C26-C25-Hc e Hd’-C26-C25-Hc che risultando pari, rispettivamente, a 137° e 
152° indicano una disposizione di tipo transoide rispetto al legame C26-C25. 
Nel caso del diastereoisomero (R)-QuiPhe 4 i valori degli angoli diedri definiti dai legami  
Hb-N-C25-Hc, Hd-C26-C25-Hc e Hd’-C26-C25-Hc sono simili a quelli ricavati per 3 e pari a 153°, 100° e 
150°, rispettivamente. 
Per analisi comparata delle tracce delle mappe 2D ROESY relative ai protoni H8 di 3 e 4 (figure 
4.5a e 4.6a) è possibile mettere in evidenza quanto segue: 
a) l’effetto ROE H8-He è più intenso nel caso di 4, mentre i ROE H8-Ha hanno la stessa 
intensità; b) per il derivato salino (S)-QuiPhe sono stati rilevati solamente effetti ROE tra le coppie 
protoniche H8-He e H8-Ho mentre, nel caso di (R)-QuiPhe ionico il protone H8 non dà effetti ROE in 
corrispondenza dei protoni aromatici dell’anello fenilico ed è presente una debolissima correlazione tra 
H8-Hb. 
 
 
Figura 4.17 – Spettri 1D ROESY (75mM, CDCl3, 600 MHz, mix = 0.3 s) 
ottenuti per inversione selettiva dei protoni Hb ed He di 3 
 
4.4.1.3 Osservazioni conclusive 
In conclusione l’analisi delle correlazioni dipolari intramolecolari originate dal derivato (S)-
QuiPhe covalente 1 ha messo in evidenza che la catena diammidica e l’anello chinuclidinico sono 
disposti da parte opposta rispetto al piano dell’anello chinolinico. Inoltre uno dei gruppi ammidici è 
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orientato in direzione della porzione alcaloidica della molecola mentre l’altro è proiettato verso 
l’esterno. Si crea così una sorta di tasca tra l’anello chinolinico e quello fenilico della catena diammidica, 
all’interno della quale eventuali substrati potrebbero andare ad interagire (figura 4.18).  
 
 
Figura 4.18 – Rappresentazione della conformazione di 1 
 
D’altra parte anche nel caso del derivato (S)-QuiPhe ionico 3 la catena diammidica si estende 
lontano dall’anello chinuclidinico e l’anello fenilico risulta affacciato a quello chinolinico (figura 4.19).  
La situazione è analoga per i derivati 2 e 4, nei quali la catena diammidica ha configurazione 
assoluta (R), con un’unica ma sostanziale differenza ovvero l’inversione della disposizione del gruppo 
benzilico e del protone legati al centro chirale del residuo di fenilalanina. 
 
Figura 4.19 – Rappresentazione della conformazione di 3 
 
4.4.2 Analisi dei fenomeni di autoassociazione  
Come già osservato, l’analisi preliminare della tendenza ad autoassociare sia dei solvatanti chirali 
che dei substrati è fondamentale ai fini della scelta dei metodi di indagine dei processi di 
enantiodiscriminazione, ovvero per la comprensione di questi ultimi. Assai utile a tale scopo risulta il 
confronto tra i coefficienti di diffusione di soluzioni contenenti ciascun componente puro a diverse 
concentrazioni. Infatti, il coefficiente di diffusione misurato in una soluzione contenente il 
componente puro rappresenta la media pesata dei coefficienti di diffusione delle specie monomera 
(DM), dimera (DD), trimera (DT), … (equazione 4.1 e capitolo 1) 
 
..........xDxDxDD TTDDMMOSS +++=    (4.1) 
 
dove xM, xD e xT sono, rispettivamente, le frazioni molari di monomero, dimero e trimero. 
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Alle concentrazioni tipicamente selezionate per l’impiego dei CSA è ragionevole supporre che, 
se le specie coinvolte hanno tendenza ad auto associare, tali processi riguardino al più la formazione di 
specie dimere. 
 
4.4.2.1 Selettori chirali 1-5 
Sono stati confrontati i coefficienti di diffusione dei solvatanti chirali 1-5 alle concentrazioni  
3/5 mM e 25 mM (tabella 4.8). Per la chinina non derivatizzata 5, della quale era già nota la tendenza 
ad autoassociare,[12] si misura un coefficiente di diffusione D = 8.50 x 10-10 m2s-1, nella soluzione più 
diluita, che diminuisce significativamente fino al valore di 7.82 x 10-10 m2s-1 già nella soluzione 25 mM 
(∆D = D5mM – D25mM = 0.68 x 10-10 m2s-1) (tabella 4.8). 
 
 
Tabella 4.8 Coefficienti di diffusione traslazionale (D x 1010 m2 s-1, 600 MHz, CDCl3, 25 °C) dei 
derivati 1-4, della chinina 5 e della diammide 6 a diverse concentrazioni C (mM). 
 (S)-QuiPhe 
covalente 1(*) 
(R)-QuiPhe  
covalente 2(*) 
(S)-
QuiPhe 
ionico 3(*) 
(R)-
QuiPhe 
ionico 4(*) 
Chinina 5 6 
C        
75   5.10 6.19   
25 7.15 7.19 5.60 6.33 7.82 9.22 
5  7.18   8.50 9.51 
3 7.21  6.73 6.80   
(*) Coefficienti di diffusione corretti per la viscosità rispetto al TMS quale standard interno 
 
Per il CSA diammidico-alcaloidico 1 si misura un coefficiente di diffusione pari a 7.21 x 10-10 
m2s-1 alla concentrazione 3 mM, tale valore è più basso di quello misurato per la chinina come atteso 
sulla base dell’incremento del raggio idrodinamico (equazioni 1.32 e 1.33) in 1 rispetto a 5. Alla 
concentrazione 25 mM si misura, invece, D = 7.15 x 10-10 m2s-1, pertanto per il composto 1 la 
dipendenza del coefficiente di diffusione dalla concentrazione è trascurabile (∆D = 0.06 x 10-10 m2s-1). 
Tale risultato è indice di una pressoché nulla tendenza ad autoassociare da parte di (S)-QuiPhe 
covalente 1.  
Dai dati riportati in tabella 4.8 emerge inoltre che anche il derivato della chinina (R)-QuiPhe 2 
non presenta tendenza ad autoaggregare, il suo coefficiente di diffusione traslazionale rimane infatti 
invariato anche quintuplicando la concentrazione della soluzione. 
Estremamente diverso è l’andamento dei coefficienti di diffusione dei derivati ionici della 
chinina (S)- ed (R)-QuiPhe 3 e 4 per i quali la variazione dei coefficienti di diffusione passando da una 
soluzione di concentrazione 25 mM ad una nettamente più diluita (3 mM) è pari, rispettivamente, a -
1.13 x 10-10 m2s-1 e -0.47 x 10-10 m2s-1. Questi dati indicano chiaramente che i sali della chinina tendono 
ad autoaggregare in soluzione di CDCl3 dando origine alla formazione di specie dimeriche. Il derivato 
(R)-QuiPhe 4, in particolare, mostra tendenza ad autoassociare comparabile a quella della chinina 
mentre per il sale (S)-QuiPhe 3 gli equilibri di autoaggregazione sembrano avere un peso nettamente 
superiore. 
È interessante osservare, inoltre, che il coefficiente di diffusione del composto diammidico 6 
impiegato per la preparazione dei CSA alcalodici-diammidici 1-4 mostra una debole dipendenza dalla 
concentrazione. Si misura, infatti, una variazione di -0.29 x 10-10 m2s-1 nella soluzione 25 mM rispetto a 
quella 5 mM (tabella4.8). D’altra parte, anche se 6 ha limitata tendenza ad autoassociare, lo stesso tipo 
di frammento presente in 1 e 2 non contribuisce in modo significativo ai processi di autoassociazione. 
Al contrario, per i derivati ionici 3 e 4, nei quali la catena diammidica è legata all’azoto chinuclidinico, si 
osserva una marcata dipendenza dei coefficienti di diffusione dalla concentrazione. Sulla base dei 
suddetti dati è possibile, pertanto, concludere che l’autoassociazione dei derivati di tipo ionico deve 
essere prevalentemente determinata dalla presenza del raggruppamento ossidrilico legato al C9: altre 
funzionalità, anche se dotate di gruppi donatori-accettori di legame ad idrogeno, non contribuiscono in 
modo significativo a tali processi. 
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Alla luce di tali risultati per i composti 3 e 4 è stata determinata la costante di autoassociazione 
(Kd) tramite il metodo delle diluizioni progressive basato sull’analisi della dipendenza dei coefficienti di 
diffusione dalla concentrazione secondo l’equazione 1.51, opportunamente riadattata per tale 
parametro NMR. Sono state quindi analizzate soluzioni di concentrazione variabile da 25 mM a 1.5 
mM ed in tali soluzioni sono stati misurati i coefficienti di diffusione traslazionale, la cui dipendenza 
dalla concentrazione è mostrata in tabella 4.9. 
Relativamente al composto (R)-QuiPhe ionico 4, che tra i due CSA ionici è quello che ha la 
minore tendenza a dimerizzare, non è stato possibile determinare con un’accuratezza accettabile la 
costante di autoassociazione, tramite il fitting non lineare dei dati diffusione sulla base dell’equazione 
1.51, a causa dell’andamento pressoché lineare di questi ultimi al variare della concentrazione molare 
della soluzione. 
Il fitting non lineare dei dati di diffusione di (S)-QuiPhe ionico 3 ha invece condotto al valore di  
Kd = 100 ± 16 M-1 (tabella 4.9), pertanto alla concentrazione 60 mM impiegata negli esperimenti di 
enantiodiscriminazione la frazione molare di specie dimerica è estremamente elevata, per il CSA 3 in 
assenza dei substrati enantiomerici, ovvero di circa il 100% (vedi equazione 1.51). 
 
I risultati discussi sono supportati dall’analisi degli effetti ROE rilevati in soluzioni concentrate  
(75 mM) dei selettori 1-4 puri. Nel caso dei derivati covalenti della chinina 1 e 2 non sono infatti 
presenti effetti di correlazione attraverso lo spazio tra le coppie protoniche H3-H1, H3-H2, H3-H5 e H2-
H4 che, come precedentemente riportato per la chinina da Uccello Barretta et al.,[12] sono tipicamente 
presenti quando l’alcaloide forma dimeri di tipo “testa-coda” in cui tipicamente i due anelli chinolinici 
sono affacciati l’uno rispetto all’altro e si ha interazione tra l’azoto chinolinico di una unità e la 
funzionalità ossidrilica legata al C9 dell’altra; i nuclei chinuclidinici in tale situazione si trovano invece 
proiettati verso l’esterno dell’addotto e transoidi tra loro. 
Nel caso dei derivati ionici 3 e 4, invece, sono stati osservati effetti ROE che vanno a supporto 
dei dati precedentemente discussi (figura 4.20), ovvero che da un lato danno ulteriore conferma della 
tendenza di tali selettori a formare specie dimeriche e dall’altro permettono anche di concludere che gli 
aggregati devono essere di tipo “testa-coda”. Sono infatti presenti correlazioni dipolari tra nuclei che si 
trovano da parti opposte dell’anello chinolinico la cui vicinanza spaziale può essere giustificata 
esclusivamente dalla presenza di omoaggregati. 
 
 
Tabella 4.9 Coefficienti di diffusione traslazionale  
(D x 1010 m2 s-1, 600 MHz, CDCl3, 25 °C, TMS come 
standard interno per la viscosità) dei derivati salini  
(S)-QuiPhe ionico 3 e (R)-QuiPhe ionico 4 
 3 4 
C (mM) D* D* 
25 5.60 6.33 
20 5.72 6.46 
15 5.83 6.45 
10 6.07 6.53 
6 6.20 6.71 
3 6.73 6.80 
1.5 6.74 6.91 
   
∆D=D1.5mM-D25mM 1.14 0.58 
K (M-1) 99.8±15.8  
 
Infine, è interessante osservare che nel caso di 3, alla luce delle informazioni ottenute dall’analisi 
dei processi di auto associazione, gli esperimenti di enantiodiscriminazione 19F NMR sono stati ripetuti 
anche ad una concentrazione inferiore (5 mM) rispetto a quella utilizzata precedentemente (tabella 
4.10). Diminuendo la concentrazione totale della soluzione è stato osservato un notevole incremento 
della nonequivalenza dei nuclei di fluoro. Ad esempio, nel caso della NTFA-Met 9 la differenziazione 
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dei nuclei 19F passa da 0.022 ppm, alla concentrazione 60 mM, a 0.040 ppm, ovvero raddoppia, 
diluendo fino alla concentrazione 5 mM. Tale risultato è chiaramente inatteso se si pensa che la 
nonequivalenza tende ad aumentare quando si incrementa la concentrazione della soluzione, in quanto 
ciò favorisce gli equilibri di formazione dei complessi diastereoisomerici; d’altra parte, fenomeni di altra 
natura, quali ad esempio processi di autoassociazione, possono intervenire ad alta concentrazione 
alterando il sistema di equilibri in soluzione e quindi influenzano la nonequivalenza di chemical shift. 
 
 
Figura 4.20 – Spettri 1D ROESY (75 mM, CDCl3, 600 MHz, 25 °C, mix = 0.6 s) di selezionati protoni di 3 
 
 
Tabella 4.10 Nonequivalenze 19F NMR (∆δ = |δR - δS|, ppm, 564 MHz, 
CDCl3, 25 °C) misurate per i nuclei dei substrati 7-12 (25 mM e 5 mM) in 
presenza di un equivalente del CSA 3 
 ∆δ (25mM) ∆δ (5mM) 
3/7 0.020 0.031 
3/8 0.010 0.015 
3/9 0.022 0.040 
3/10 0.034 0.035 
3/11 0.010 0.022 
3/12 0 0 
 
 
4.4.2.2 Analisi della tendenza ad autoassociare dei substrati chirali 7 e 13  
N-trifluoroacetilalanina (7): i fenomeni di autoaggregazione del derivato trifluoroacetilato 
dell’alanina sono stati studiati tramite analisi dei chemical shift e dei coefficienti di diffusione in 
soluzioni progressivamente diluite (capitolo 1).  
L’analisi dei chemical shift e dei coefficienti di diffusione di 7 (tabella 4.11) in soluzioni 
progressivamente dilute da 8 mM a 0.1 mM ha permesso di ottenere il valore della costante di 
dimerizzazione pari a 161 ± 10 M-1 (figura 4.21) e, da questa, le frazioni molari di monomero e di 
dimero alle diverse concentrazioni. 
L’analisi della variazione dei parametri di diffusione al variare della concentrazione conferma, 
inoltre, la presenza di specie aggregate di tipo dimerico e permette di escludere la formazione di 
aggregati di ordine superiore. Infatti, sulla base dei dati riportati in tabella 4.11, sono stati introdotti 
nell’equazione 1.49 i valori osservati dei coefficienti di diffusione alle diverse concentrazioni e i 
corrispondenti valori di xM e xD calcolati dalla costante di associazione (tabella 4.11). In tal modo 
abbiamo ricavato i coefficienti di diffusione per il monomero (DM) e per il dimero (DD), le cui medie 
ppm6.57.07.58.08.59.0
H2
H3
H4
H3 H1
H1H3
H8
H3H2
H3H2
H1 MeO
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risultano essere rispettivamente pari a 10.3 10-10 m2 s-1 e 5.3 10-10 m2 s-1. È possibile, inoltre, concludere 
che la frazione molare di dimero può essere considerata trascurabile solo in soluzioni estremamente 
diluite. 
 
Tabella 4.11 Chemical shift (600 MHz, CDCl3, 25 °C) del protone 
ammidico, coefficiente di diffusione (D) e frazione molare di dimero (xD) 
di 7 in soluzioni a concentrazione variabile. 
C0 (mM) δNH (Hz) D (10-10 m2 s-1) xD 
8 4114.4 12.4 0.54 
6 4115.4 13.0 0.50 
4 4117.3 13.2 0.43 
2 4121.8 13.5 0.31 
1 4124.2 13.6 0.20 
0.1 4129.1 14.7 0.03 
 
 
Figura 4.21 - Determinazione della costante di autoassociazione di 7:  
effetto della variazione della concentrazione sul chemical shift del protone ammidico 
 
N-acetilalanina (13): i fenomeni di autoaggregazione del derivato acetilato dell’alanina sono stati 
studiati tramite analisi dei chemical shift e dei coefficienti di diffusione in soluzioni progressivamente 
diluite.  
L’analisi della dipendenza dei chemical shift dal protone ammidico nell’intervallo di 
concentrazione da 8 mM a 0.1 mM (tabella 4.12), ha permesso di ricavare tramite fitting dell’equazione 
1.51 la costante di autoassociazione pari a 180 ± 10 M-1. In figura 4.22 è riportata la dipendenza del 
chemical shift del protone ammidico di 13 dalla concentrazione. 
 
Tabella 4.12 Chemical shift (600 MHz, CDCl3, 25 °C) del protone 
ammidico, coefficiente di diffusione (D) e frazione molare di dimero (xD) 
di 13 in soluzioni a concentrazione variabile. 
C0 (mM) δNH (Hz) D (10-10 m2 s-1) xD 
8 3581 13.6 0.56 
6 3579 13.2 0.51 
4 3573 14.2 0.44 
2 3564 14.30 0.33 
1 3555 14.1 0.22 
0.5 3551 15.0 0.13 
0.1 3542 16.3 0.034 
Sono state quindi calcolate le frazioni molari di dimero (xD) alle differenti concentrazioni 
riportate in tabella 4.12.  
I valori dei coefficienti di diffusione misurati alle differenti concentrazioni sono stati impiegati 
per calcolare il coefficiente di diffusione della specie monomera e della specie dimera sulla base 
dell’equazione 1.48. Per il monomero è stato così ottenuto il valore di 16.4 10-10 m2s-1 e per il dimero il 
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valore di 9.7 10-10 m2s-1. Si può, infine, concludere che solo alla concentrazione 0.1 mM può essere 
ritenuto trascurabile il processo di autoaggregazione. 
 
 
Figura 4.22 - Determinazione della costante di autoassociazione di 13:  
effetto della variazione della concentrazione sul chemical shift del protone ammidico 
 
4.4.3 Studio dei processi di eterocomplessazione  
4.4.3.1 Stechiometria di complessazione: (S)-QuiPhe ionico 3 vs NTFA-Ala 7 
Vista la notevole tendenza ad autoassociare sia del derivato dell’alanina 7 che del selettore salino 
(S)-QuiPhe 3, ovvero il CSA caratterizzato dalla più pronunciata tendenza ad autoassociare tra quelli 
impiegati, abbiamo condotto uno studio volto a chiarire la stechiometria dei complessi che si formano 
quando tali composti vengono miscelati in rapporto equimolare.  
L’applicazione del metodo di Job (capitolo 1) a tale sistema ha fornito delle curve non 
simmetriche (figura 4.23) con il massimo spostato in corrispondenza del rapporto stechiometrico (S)-
QuiPhe ionico/NTFA-Ala = 2:1. 
 
 
Figura 4.23 – Grafico di Job per il complesso 3/(R)-7 
 
Tale risultato indica che nella miscela formata dal selettore di tipo salino 3 e dal substrato 7 gli 
equilibri di eterocomplessazione conducono alla formazione di solvati diastereoisomerici in cui due 
molecole di (S)-QuiPhe ionico (dimero) si legano ad una molecola di NTFA-Ala. 
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4.4.3.2 Indagine preliminare sulla stereochimica di complessazione: NTFA-Ala 7 vs (S)- o (R)-QuiPhe covalenti 1 e 2 
Lo studio della stereochimica di complessazione dei due enantiomeri della NTFA-Ala 7 con i 
selettori chirali diammidici-alcaloidici 1 e 2 da noi sintetizzati è stata realizzata tramite analisi degli 
effetti di correlazione dipolare e degli shift di complessazione del substrato e dei selettori stessi in 
miscele equimolari contenenti ciascuno dei selettori ed i singoli enantiomeri di 7. 
 
L’analisi degli effetti ROE intramolecolari originati dai protoni dei selettori di tipo covalente (S)-
QuiPhe 1 ed (R)-QuiPhe 2 in miscela con ciascuno degli enantiomeri di 7, ha permesso di verificare 
che la conformazione di tali solvatanti non cambia in conseguenza dell’interazione con il substrato 
chirale. Ovvero, le correlazioni dipolari intramolecolari originate dai protoni di 1 e 2 sono le stesse 
osservate nelle soluzioni contenenti i CSA puri (vedi paragrafo 4.4.1). 
Le risonanze di alcuni dei protoni di 1 e 2, d’altra parte, subiscono un notevole spostamento 
come conseguenza dell’interazione con (R)-7 e (S)-7 (tabella 4.13). In particolare, tutti i protoni 
dell’anello chinuclidinico dei due selettori (H9-H19, vedi schema di numerazione nel capitolo 5) ed il 
protone H8 risultano infatti fortemente deschermati nelle miscele. Le corrispondenti risonanze si 
spostano significativamente ad alte frequenze, con shift che variano tra 0.31 ppm e 0.78 ppm per i 
protoni chinuclidinici. L’effetto di deschermo più pronunciato è stato riscontrato in corrispondenza del 
segnale originato dal protone H8 il cui chemical shift varia di circa 1 ppm. 
I protoni dell’anello chinolinico e quelli della catena diammidica, con l’eccezione di Ha’, ovvero 
quello dei due protoni del gruppo metilenico legato all’ossigeno che è affacciato ad H8, sono 
scarsamente influenzati dalla complessazione (tabella 4.13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tale risultato suggerisce il coinvolgimento diretto dell’azoto chinuclidinico, sito fortemente 
basico, nella formazione dei complessi diastereoisomerici (R)- o (S)-7/1 e (R)- o (S)-7/2, così come è 
Tabella 4.13 Chemical shift (δ, 600 MHz, ppm, CDCl3, 25 °C) e shift di 
complessazione (∆δ, δmix – δL) dei protoni dei CSA 1 e 2 in miscela con quantità 
equimolari degli enantiomeri puri del substrato 7. 
 1/(R)-7 1/(S)-7 2/(R)-7 2/(S)-7 
 δ ∆δ δ ∆δ δ ∆δ δ ∆δ 
H1 7.34 0.09 7.35 0.10 7.41 0.07 7.41 0.07 
H2 8.78 0.05 8.78 0.05 8.74 0.03 8.73 0.02 
H3 8.08 0.04 8.09 0.05 8.06 0.03 8.05 0.02 
H4 7.44 0.06 7.44 0.06 7.41 0.04 7.41 0.04 
H5 7.41 0.17 7.38 0.14 7.41 0.14 7.41 0.14 
MeO 4.00 0.07 3.98 0.05 3.98 0.07 3.98 0.07 
H8 6.13 0.96 6.14 0.97 6.10 1.01 6.11 1.02 
H9 3.41 0.24 3.40 0.23 3.38 0.16 3.38 0.16 
H10 1.53 -0.13 1.53 -0.13 1.55 -0.12 1.52 -0.15 
H11 2.15 0.49 2.14 0.48 2.17 0.50 2.17 0.50 
H12 2.20 0.35 2.16 0.31 2.13 0.25 2.12 0.24 
H13 1.82 0.31 1.82 0.31 1.79 0.25 1.78 0.24 
H14 2.17 0.51 2.20 0.54 2.04 0.34 2.04 0.34 
H15 3.97 0.73 4.01 0.77 3.94 0.72 4.00 0.78 
H16 3.16 0.48 3.16 0.48 3.13 0.35 3.12 0.34 
H17 2.68 0.42 2.68 0.42 2.66 0.38 2.67 0.39 
H18 3.13 0.47 3.13 0.47 3.11 0.50 3.10 0.49 
H19 3.44 0.38 3.43 0.37 3.45 0.40 3.44 0.39 
H20 5.60 -0.14 5.59 -0.13 5.60 0.17 5.59 0.16 
H21 5.05 0.12 5.04 0.11 5.03 0.07 5.03 0.07 
H22 5.07 0.10 5.06 0.09 5.06 0.08 5.05 0.07 
Ha 4.01 0.15 4.00 0.14 3.97 0.14 3.96 0.13 
Ha’ 4.13 0.24 4.14 0.25 4.15 0.27 4.14 0.26 
NHb 7.53 0.08 7.48 0.03 7.47 -0.03 7.38 -0.12 
Hc 4.56 0.05 4.54 0.03 4.53 0.00 4.54 0.01 
Hd 2.98 0.02 2.93 -0.03 2.95 -0.02 2.94 -0.03 
Hd’ 3.26 0.09 3.24 0.07 3.17 0.03 3.15 0.01 
NHe 5.30 -0.03 5.21 -0.12 5.27 -0.04 5.37 0.06 
But 1.20 -0.01 1.18 -0.03 1.21 0.01 1.20 0 
n.d. = non determinato 
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probabile che sia coinvolto nell’interazione il raggruppamento O-CH2-CO-NHb direttamente legato al 
C9. Il primo sito di interazione è plausibile che interagisca con la funzionalità carbossilica libera di 7. 
L’osservazione di effetti ROE tra i nuclei del substrato e quelli dei selettori, inoltre, ha permesso 
di imporre tra essi vincoli di vicinanza spaziale. A tal proposito è innanzitutto necessario sottolineare 
che non sono emerse differenze significative nella stereochimica di complessazione dei due 
enantiomeri di NTFA-Ala con i selettori diastereoisomerici 1 e 2, pertanto, di seguito saranno descritti 
in dettaglio solo i risultati relativi alle miscele (S)-7/1 e (R)-7/1. 
Come osservabile nelle tracce riportate in figura 4.24 e relative ai protoni collocati sul centro 
chirale di 7 (CH-7), la catena diammidica è estesamente coinvolta nella formazione dei solvati 
diastereoisomerici. Più in particolare, il protone metinico di 7 si trova in prossimità spaziale dei nuclei 
Hc/Hd/Hd’/NHe appartenenti a quest’ultima e origina effetti ROE anche in corrispondenza dei 
protoni del suo gruppo fenilico (Hm/Ho/Hp). Il protone H5 ed il gruppo metossilico collocati nella 
parte dell’anello chinolinico più vicina alla catena diammidica e, in misura minore il protone H8, 
originano a loro volta effetti ROE sul protone metinico di 7. 
Dei due protoni metilenici Ha ed Ha’ il secondo, ovvero quello più sensibile alla presenza del 
substrato (tabella 4.13), dà anch’esso origine a una debole correlazione dipolare con CH-7. 
Nel passaggio dalla miscela (S)-7/1 a quella (R)-7/1 si osserva una diminuzione dell’intensità 
dell’effetto ROE CH-7/Hc e un corrispondente incremento del ROE CH-7/MeO (figura 4.24). 
Questo può essere giustificato con una inversione delle posizioni relative del protone metinico di 7 e 
del gruppo metilico legato allo stesso centro chirale, al variare della sua configurazione assoluta. 
 
 
Figura 4.24 – Spettri 1D ROESY (60 mM, CDCl3, 25 °C, mix = 0.6 s) ottenuti per 
inversione selettiva delle risonanze dei protoni metinici di (R)-7 e (S)-7 in presenza di un equivalente di 1  
 
I protoni del gruppo metilico di 7, in accordo, originano effetti ROE sui protoni chinolinici H5 e 
MeO, in corrispondenza di H8 e dei nuclei della catena diammidica. Da evidenziare è la presenza di un 
debole effetto ROE Me-7/NHb nella miscela (R)-7/1. 
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4.5 Osservazioni conclusive 
Si può quindi concludere che i derivati della chinina recanti una catena diammidica legata 
covalentemente all’atomo di ossigeno sul C9 dello scheletro alcaloidico (1 e 2) o tramite salificazione 
dell’azoto chinuclidinico (3 e 4) sono efficienti ausiliari chirali per la differenziazione degli spettri NMR 
di miscele enantiomeriche di N-trifluoroacetil derivati di amminoacidi con la funzionalità carbossilica 
libera.[15] I gruppi maggiormente differenziati dai CSA alcalodici-diammidici sono i nuclei ammidici e 
il raggruppamento trifluorometile stesso, mentre assai meno differenziati sono i nuclei protonici legati 
al centro chirale e quelli di catena. In particolare, per i protoni ammidici la nonequivalenza misurata è 
conseguenza di un effetto di deschermo differenziato per i due enantiomeri.  
Tra i selettori da noi sintetizzati (S)- ed (R)-QuiPhe covalente 1 e 2 non solo riescono a indurre 
un’elevata anisocronia dei nuclei ammidici dei substrati 7-11 ma, a differenza degli altri solvatanti 
impiegati negli esperimenti di enantiodiscriminazione, permettono anche di ottenere per i due 
enantiomeri di tutti i substrati chirali analizzati risonanze separate alla linea di base, indipendentemente 
dalla natura della catena legata al centro chirlae dei substrati stessi. Tali CSA possono, quindi, trovare 
applicazione nella determinazione diretta della loro purezza enantiomerica per integrazione non solo 
delle risonanze 1H, ma anche delle risonanze 19F. In quest’ultimo caso si evitano interferenze da parte 
del complicato sistema di risonanze prodotte dal CSA stesso e le determinazioni possono essere assai 
accurate anche in presenza di basse nonequivalenze di chemical shift. In presenza della chinina non 
derivatizzata 5 e dei suoi derivati di tipo salino 3 e 4, si misurano effetti analoghi ma la loro efficienza 
enantiodiscriminante è assai minore rispetto a quella dei CSA di tipo covalente, in particolar modo (S)-
QuiPhe covalente 1.  
Inoltre, i derivati 1 e 3 nei quali la catena diammidica introdotta per derivatizzazione ha il centro 
chirale di configurazione S si sono rivelati in grado di indurre, nei nuclei protonici dei substrati chirali 
analizzati, un’anisocronia superiore rispetto ai loro diastereoisomeri 2 e 4 a parità di substrato 
analizzato. In tutti gli esperimenti eseguiti è stata anche messa in evidenza la capacità dei derivati della 
chinina 1 e 3, aventi il centro chirale sulla catena diammidica di configurazione assoluta S, di produrre 
un effetto di deschermo più pronunciato per il protone ammidico dell’enantiomero R dei substrati 7-
11, mentre l’andamento è opposto nel caso dei derivati 2 e 4, in presenza dei quali si osserva sempre un 
maggiore effetto di schermo dei protoni dell’enantiomero R del substrato. Il senso della 
nonequivalenza pertanto resta invariato nelle miscele CSA/NTFA-aa per ciascuno dei selettori in 
esame, indipendentemente dalla specifica struttura del substrato, ed è inoltre lo stesso per i selettori 
aventi la catena diammidica di stessa configurazione assoluta (1/3 e 2/4). Tale riproducibilità nella 
posizione relativa dei segnali dei due enantiomeri dei substrati chirali, osservata in miscela con ciascuno 
dei selettori alcaloidici-diammidici, indipendentemente dalla natura specifica del gruppo legato al centro 
chirale del substrato stesso, è alla base delle possibilità di impiego dei selettori 1-4 in determinazioni 
empiriche di configurazione assoluta di N-trifluoroacetil amminoacidi. 
La rilevanza della funzione carbossilica non derivatizzata dell’amminoacido suggerisce, nel caso 
dei CSA di tipo covalente 1 e 2, il ruolo dell’interazione tra tale gruppo e l’atomo di azoto 
chinuclidinico, sito fortemente basico, nella stabilizzazione dei solvati diastereoisomerici. Analoghi 
derivati di amminoacidi la cui funzionalità carbossilica è esterificata, non sono infatti differenziati da 
tali CSA e dalla chinina. Il derivato dell’amminoacido si comporta, pertanto, come un “legante 
bidentato”, e la differenziazione dei suoi nuclei protonici è semplicemente determinata dal fatto che, a 
parità di interazioni stabilizzanti (COOH---Nchinuclidinico, NHCOamminoacido/CONHdiammide), nei due 
enantiomeri si ha scambio dei gruppi legati all’atomo di carbonio chirale come conseguenza del cambio 
di configurazione assoluta e tali ipotesi sono in accordo con l’analisi degli shift di complessazione. 
D’altra parte, anche nell’interazione tra i selettori salini (S)- ed (R)-QuiPhe 1 e 3 e gli NTFA-aa la 
funzionalità carbossilica libera deve giocare un ruolo chiave; derivati di amminoacidi con la funzionalità 
carbossilica esterificata non sono infatti discriminati neanche da tali CSA in cui l’azoto chinuclidinico è 
già salificato. 
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Conclusioni 
 
La razionalizzazione dei fenomeni di riconoscimento chirale richiede la comprensione di 
meccanismi di aggregazione supramolecolare di natura complessa e, soprattutto, la differenziazione di 
addotti molecolari su base esclusivamente stereochimica. È, quindi, necessario disporre di mezzi di 
indagine assai sofisticati quali quelli forniti dalla spettroscopia di Risonanza Magnetica Nucleare, allo 
scopo di costruire modelli dell’interazione tra selezionati ausiliari chirali e substrati enantiomerici, 
partendo dall’analisi delle caratteristiche conformazionali e dinamiche dei singoli componenti puri per, 
poi, confrontarle con quelle di loro miscele. Le procedure di analisi spettroscopica sono state qui 
opportunamente adattate alla natura del selettore sotto indagine e al grado di stabilizzazione dei solvati 
diastereoisomerici da esso formati, così come alla differenza di dimensione selettore-substrato. In 
alcuni casi l’analisi ha anche permesso di sviluppare metodi NMR efficienti per la determinazione della 
purezza enantiomerica e/o della configurazione assoluta per via empirica. Sono stati anche sintetizzati 
nuovi selettori chirali di potenziale interesse non solo in ambito analitico spettroscopico, ma anche nel 
settore cromatografico, seguendo un orientamento progettuale già consolidato e basato sulla 
coniugazione di selettori di classi diverse, allo scopo di ottenere ausiliari chirali con efficienza e/o 
versatilità enantiodiscriminante maggiore di quella dei selettori di partenza.  
Nell’ambito degli ausiliari chirali basati su ciclodestrine derivatizzate è stato chiaramente messo 
in luce che, soprattutto nel caso di ciclodestrine a carattere lipofilico, le quali sono ampiamente 
utilizzate in ambito cromatografico[1] e nella tecnologia dei sensori chirali,[2] la derivatizzazione può 
condurre a notevoli deviazioni dalla simmetria tronco-conica caratteristica della ciclodestrina nativa e i 
gruppi funzionali introdotti sul bordo largo o stretto della ciclodestrina possono orientare l’interazione 
dei substrati enantiomerici verso la superficie esterna del recettore a sfavore dell’inclusione. 
Quest'ultimo fenomeno è stato rilevato per l’interazione tra substrati fluorurati e ciclodestrine sililate-
acetilate come conseguenza dell’interazione Si-F. Nonostante ciò i processi di enantiodiscriminazione 
in soluzione sono assai efficienti e conducono a nonequivalenze NMR assai elevate. È stato infatti 
possibile sviluppare un metodo di analisi NMR delle purezze enantiomeriche di substrati dello stesso 
tipo impiegando le ciclodestrine acetilate-sililate come agenti solvatanti chirali per spettroscopia NMR. 
Per ciclodestrine lipofiliche con gruppi derivatizzanti di tipo alchile/alcanoile, quale la Lipodex 
E, in presenza di substrati enantiomerici che sono privi di gruppi affini ai gruppi derivatizzanti stessi, 
l’inclusione rimane il meccanismo di interazione dominante e con essa la ben nota selettività nei 
confronti delle dimensioni dei substrati enantiomerici. In ambiente apolare, tuttavia, diventa 
fondamentale il ruolo giocato da tracce di umidità sui processi di enantiodiscriminazione: l’acqua, 
quando presente in piccole quantità, si dispone all’interno della cavità di diametro minore della 
ciclodestrina, perturbandone l’assetto conformazionale. In questo modo essa è in grado di mediare 
interazioni attrattive di tipo idrofilico con i substrati enantiomerici inclusi, conducendo ad un 
incremento della differenza di stabilità termodinamica dei due solvati diastereoisomerici. Quando è 
presente un eccesso di acqua, tuttavia, la cavità è saturata e l’efficienza enantiodiscriminante della 
ciclodestrina diminuisce. Questi due diversi comportamenti hanno permesso di giustificare i dati 
relativi al ruolo di tracce di acqua nella separazione dei due enantiomeri del metil-2-cloropropionato in 
ambito gas-cromatografico e nell’uso di sensori chirali capacitivi. 
Riguardo alle ciclodestrine idrofiliche, più estesamente utilizzate in ambito biomedico e 
farmaceutico, lo studio NMR condotto sui meccanismi di interazione della 6-monodeossi-6-mono(N-
(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina con amminoacidi non derivatizzati in soluzione acquosa ha messo in 
evidenza la maggiore affinità di questo ausiliario chirale per l’amminoacido in esso presente, ovvero la 
tirosina, suggerendone le potenzialità per lo sviluppo di biosensori. È stato inoltre evidenziato che il 
tampone fosfato, che permette di mantenere il pH al valore fisiologico, ne perturba, anche se solo 
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parzialmente, la conformazione e, in sua presenza, alcune unità glucosidiche risultano ruotate attorno al 
legame glicosidico. 
La presenza del tampone fosfato influenza anche la capacità complessante di ciclodestrine ad 
elevata solubilità in acqua, quali la carbossimetil-β-ciclodestrina. Essa complessa fortemente substrati a 
carattere basico (ketotifene fumarato) e, quindi, è particolarmente utile nel settore del trasporto e 
rilascio controllato di farmaci, ma le maggiori differenze con la ciclodestrina nativa si osservano in 
acqua e in assenza di tampone fosfato. 
Ciclodestrine idrofiliche contenenti raggruppamenti tiolici, possono, invece, essere utilizzate per 
la stabilizzazione in acqua di nanoparticelle di oro, permettendo così di coniugare le caratteristiche 
complessanti delle ciclodestrine alle proprietà ottiche ed elettroniche del metallo. Le nanoparticelle 
ottenute con la tecnica MVS e legate a ciclodestrina tiolata sui siti primari sono stabili in soluzione 
acquosa e le loro dimensioni possono essere strettamente controllate sulla base del rapporto 
ciclodestrina/metallo e della concentrazione totale del metallo.  
L’interesse dei resorcareni, recettori macrociclici, è legato alla loro capacità di mimare il 
comportamento degli enzimi, grazie alla presenza di cavità recettoriali che possono essere orientate 
all’interazione stereoselettiva tramite l’introduzione di opportuni pendagli chirali. Noi abbiamo qui 
evidenziato che resorc[4]areni contenenti due gruppi a ponte di tipo 1,2-di-fenil-etilendiammidici 
(R(C)dpeda) hanno una struttura di tipo 1,3-alternata, nella quale sono presenti due diversi tipi di 
cavità, una centrale determinata dal concatenamento dei nuclei aromatici del resorcarene, e due laterali 
generate dalle catene diammidiche. Resorcareni enantiomerici complessano con stereochimica diversa 
la 2’-deossicitidina: uno dei suoi enantiomeri coinvolge la cavità centrale nell’interazione con il 
substrato, per l’altro enantiometro il sito recettoriale è costituito dalle tasche laterali determinate dalle 
catene diammidiche e poste all’esterno della cavità. Questo diverso comportamento giustifica 
la differenza di reattività in fase gassosa dei due complessi diastereoisomerici  
resorcarene/2’-deossicitidina.  
Infine, la coniugazione della chinina, un alcaloide di ampio impiego in ambito clinico, analitico e 
sintetico, con selettori chirali di tipo “brush” contenenti catene diammidiche, ha permesso di 
sviluppare nuovi ausiliari chirali per spettroscopia NMR per la determinazione della purezza 
enantiomerica e della configurazione assoluta di derivati fluorurati di amminoacidi. 
L’enantiodiscriminazione NMR è assai efficiente ed è dovuta alla cooperazione tra la struttura 
complessa dell’alcaloide e la catena diammidica nei processi di interazione con i substrati enantiomerici. 
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Capitolo 5: 
Parte Sperimentale 
 
5.1 Strumentazione NMR 
Le misure NMR sono state realizzate impiegando uno spettrometro Varian INOVA 600 
operante a 600, 92, 564 e 150 MHz per in nuclei 1H, 2H, 19F e 13C, rispettivamente. La temperatura è 
stata controllata (accuratezza ± 0.1 °C) per mezzo dell’unità di controllo Varian. I campioni NMR sono 
stati analizzati in soluzione selezionando di volta in volta il solvente deuterato più opportuno. I 
chemical shifts dei nuclei 1H e 13C sono stati riferiti al TMS quale standard esterno; il trifluorotoluene è 
stato invece impiegato quale standard esterno per le misure 19F NMR. I chemical shift dei nuclei 2H 
sono stati riferiti assegnando alla risonanza del CDCl3 il valore di 7.26 ppm. Gli spettri 2D NMR sono 
stati ottenuti impiegando sequenze standard e la minima ampiezza spettrale in ambo le dimensioni. Le 
mappe 2D g-COSY (gradient-COrrelated SpectroscopY) sono state registrate  utilizzando un intervallo 
di rilassamento compreso tra 1 s e 5 s. Sono stati campionati 256 o 512 incrementi con 2-8 transienti 
ciascuno e 2K punti. Le mappe 2D TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) sono state registrate 
impiegando un intervallo di rilassamento da 3 s a 5 s ed un mixing time di 80 ms; sono stati raccolti 
256 o 512 incrementi di 2-8 transienti e 2K punti ciascuno. Gli spettri 1D-TOCSY sono stati realizzati 
utilizzando impulsi selettivi calibrati di volta in volta mediante l’apposito software fornito dalla Varian, 
con un numero di transienti variabile da 24 a 1024 ed un mixing time compreso tra 80 ms ed 150 ms. 
Le misure 2D ROESY (Rotating-frame Overhauser Enhancement SpectroscopY) sono state realizzate 
utilizzando un mixing time compreso tra o.1 s e 0.6 s. Il tempo di rilassamento è stato mantenuto ad 
un valore di 3-5 s; sono stati raccolti tra 256 e 1024 incrementi di 4-8 transienti e 2K punti ciascuno. 
Gli spettri 1D-ROESY sono stati registrati impiegando un impulso di inversione selettivo calibrato 
mediante l’apposito software fornito dalla Varian, collezionando da 512 a 4096 transienti, con un 
intervallo di rilassamento compreso tra 1 s e 5 s ed un mixing time tra 0.1 s e 0.6 s. Le mappe g-HSQC 
(gradient-Heteronuclear Single Quantum Correlation) e g-HMBC (gradient-Heteronuclear Multiple 
Bond Correlation) sono state registrate con 256 o 512 incrementi di 8-64 transienti ed impiegando un 
tempo di rilassamento di 1 s. L’esperimento g-HMBC è stato ottimizzato per una costante di 
accoppiamento a lungo raggio 1H-13C di 8 Hz. Le mappe DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) 
sono state ottenute impiegando la minima ampiezza spettrale ed un numero di transienti compreso tra 
2 e 512. Sono stati utilizzati 30 valori di gradienti di campo ed i valori dei parametri ∆ e δ sono stati 
ottimizzati di volta in volta al fine di ottenere un decadimento fino al 20% del segnale iniziale. La linea 
di base di tutti gli spettri è stata corretta e successivamente i dati son stati processati determinando le 
altezze di ciascun segnale e quindi eseguendo il fitting della curva di decadimento di ciascuna risonanza 
in funzione della forza del gradiente con una funzione gaussiana. Si ottiene in tal modo uno spettro 
pseudo bidimensionale con i chemical shift lungo un asse e i coefficienti di diffusione traslazionale 
calcolati sull’altro. Le velocità di rilassamento selettivo sono state misurate nell’approssimazione della 
velocità iniziale[1] tramite applicazione di un impulso selettivo π in corrispondenaza di una selezionata 
frequenza. Dopo un tempo τ, un impulso non selettivo π/2 è stato applicato per poter rilevare la 
magnetizzazione longitudinale. 
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5.2 Strumentazione MVS 
L’apparecchiatura MVS,[2] schematizzata in figura 5.1, recante un reattore con capacità di 15 l, 
consente di vaporizzare circa 100 mg di metallo per reazione ed è costituita da vetro Pyrex dello 
spessore di 7 mm. 
 
 
 Figura 5.1 – Schema di un reattore MVS 
 
Le parti essenziali dell’apparecchiatura (figura 5.1) sono: 1) raccordo vetro-metallo per il 
collegamento dell’apparecchiatura con il sistema di pompaggio; 2) trappola contenente azoto liquido 
per evitare l’ingresso dei vapori di solvente nel sistema di pompaggio, nonché l’eventuale 
retrodiffusione di vapori di olio dalle pompe al reattore; 3) rubinetto ad alto vuoto per l’immissione di 
Argon; 4) elettrodi di rame basculabili e raffreddati ad acqua mediante una camicia interna; 5) giunti di 
raccordo reattore-elettrodi costituiti di metallo, vetro e flange in acciaio inox con O-Ring in Viton; 6) 
tubo in vetro munito di rubinetto ad alto vuoto con guarnizioni in teflon, per l’immissione di vapori 
del substrato; 7) tubo in vetro munito di rubinetto ad alto vuoto con guarnizioni in teflon, per il 
sifonamento dei prodotti; 8) resistenza elettrica costituita da una spirale di tungsteno con metallo 
elettrodepositato sulla superficie o crogiolino in allumina contenente la polvere metallica, che 
costituiscono il sistema di vaporizzazione ad effetto Joule; 9) sensore dello strumento per la 
misurazione del vuoto; 10) piastra in alluminio per il supporto del reattore, munita di O-Ring in Viton; 
11) corpo del reattore in vetro pyrex dello spessore di 7 mm; 12) anello in vetro posto fra gli elettrodi 
per evitare che eventuali gocce del substrato vengano a diretto contatto con la spiralina incandescente.  
L’apparecchiatura MVS è equipaggiato di un sistema di pompaggio costituito da una pompa 
rotativa Alcatel 2008A e da una pompa turbomolecolare Alcatel 5100, avente una capacità di 100 l/s. La 
corrente di riscaldamento della spirale viene fornita a tensione costante mediante un alimentatore Rial 
AEJ2 con potenza massima di 2 kW, comprensivo di amperometro da 0-60 A. L’intensità di corrente 
viene variata con continuità mediante un Variac a terre rare di elevata precisione. Il dewar di azoto 
liquido, utilizzato per il raffreddamento del corpo del reattore, è in acciaio inossidabile, ha un volume 
di circa 15 l e può essere fatto salire o scendere (in modo da contenere la camera di evaporazione) con 
un motore elettrico, mediante riduttore a vite senza fine. 
 
 
5.3 Materiali 
Il CH2Cl2 anidro è stato preparato per riflusso su CaH2, il MeOH è stato anidrificato per riflusso 
su Mg/I2. Per ottenere THF e toluene anidri, tali solventi sono stati rifluiti su lega Na-K. L’acetone 
utilizzato per la sintesi delle nanoparticelle di oro è stato distillato su KMnO4 e successivamente 
degasato. L’acqua deuterata (D2O, Deutero GmbH), il cloroformio deuterato (CDCl3, Merck), il 
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dimetilsolfossido (DMSO-d6, Deutero GmbH), la piridina deuterata (Py-d5, Deutero GmbH) ed il 
cicloesano deuterato (C6D12, Deutero GmbH) sono disponibili commercialmente e sono stati utilizzati 
senza ulteriori purificazioni.  
La (L)- o (D)-lisina (Lys), la (L)- o (D)-fenilalanina (Phe), la chinina (Qn), la β-ciclodestrina 
(βCD), la N,N’-dicicloesilcarbodiimmide (DCC) e l’acido trifluoroacetico (TFA) sono prodotti 
commercializzati dalla Fluka. L’(R)- e l’(S)-2-cloropropionato di metile (MCP), la (L)- o (D)-tirosina 
(Tyr), la (L)- o (D)-asparagina (Asn), il propilene ossido, il cloruro di bromoacetile, la terz-butilammina, 
la N-Boc-fenilalanina, il ketotifene fumarato (KT), il sale sodico dell’1-tio-β-D-glucosio e il tampone 
fosfato sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich. L’oro metallico (purezza 99.999%) è stato acquistato 
dalla Chimet S.p.A..  
I resorcareni enantiomerici (R,R)R(C)dpeda e (S,S)R(C)dpeda, i dipeptidi (L)-valil-(L)-leucina 
metil o benzil estere trifluoroacetato (LL-ValLeuOMe/OBz), (D)-valil-(D)-leucina metil o benzil estere 
trifluoroacetato (DD-ValLeuOMe/OBz), (L)-leucil-(L)-valina metil o benzil estere trifluoroacetato (LL-
LeuValOMe/OBz), (D)-leucil-(D)-valina metil o benzil estere trifluoroacetato (DD-LeuValOMe/OBz), 
la 2’-deossicitidina, la gemcitabina, la citidina e la citosina-β-D-arabinofuranoside sono stati 
gentilmente forniti dal Prof. Botta dell’Università di Roma. La eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina 
(β-CDSH), la 6-monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina (CD-TyrCOOH), la carbossimetil-
β-ciclodestrina (CMβCD, grado di sostituzione ~ 3) e la octakis(3-O-butanoil-2,6-di-O-pentil)-γ-
ciclodestrina (Lipodex E) sono state gentilmente fornite dalla Cyclolab R. & D. (Budapest).  
L'1,1,1,3,3-pentafluoro-2-(fluorometossi)-3-metossipropano (composto B) era già presente nei 
laboratori in cui si è svolto il presente lavoro di tesi. La eptakis(2,3-di-O-acetil-6-O-terz-butildimetilsilil)-
β-ciclodestrina,[3] la octakis(2,3-di-O-acetil-6-O-terz-butildimetilsilil)-γ-ciclodestrina,[3] la exakis(2,3-di-
O-acetil-6-O-terz-butildimetilsilil)-α-ciclodestrina[3] ed i derivati N-trifluoroacetilati di amminoacidi  
(NTFA-aa)[4] erano stati precedentemente sintetizzati nei nostri laboratori secondo procedure di 
letteratura. 
 
 
5.4 Preparazione dei campioni per le misure NMR 
 
5.4.1 Campioni per la determinazione della stechiometria 
La determinazione della stechiometria di complessi supramolecolari è stata effettuata utilizzando 
soluzioni madre dei singoli componenti del complesso aventi uguale concentrazione molare M. Volumi 
diversi di tali soluzioni sono poi stati miscelati, direttamente nel tubo NMR, in modo da ottenere 
sempre lo stesso volume totale ma diversi rapporti tra i componenti. Per ogni soluzione sono stati 
registrati gli spettri NMR con un numero di transienti sufficiente ad ottenere un buon rapporto 
segnale/rumore. La stechiometria dei complessi è stata quindi determinata applicando il metodo di 
Job[5] come descritto nel capitolo 1.  
 
(S)-QuiPhe ionico 3 vs (D)-NTFA-Ala (capitolo 4): sono state preparate ed analizzate soluzioni 
in CDCl3, di concentrazione totale pari a 5 mM, dei componenti liberi e di miscele aventi i seguenti 
rapporti selettore/substrato: 90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80, 10/90.  
 
5.4.2 Campioni per la determinazione delle costanti di eterocomplessazione 
Metodo di Foster-Fyfe:[6] sono state preparate numerose soluzioni contenenti il substrato 
chirale enantiomericamente puro o racemo a concentrazione costante C in presenza di un eccesso 
crescente di ausiliario chirale. Per ogni soluzione sono stati registrati gli spettri 1H e/o 19F NMR con un 
numero di transienti sufficiente ad ottenere un buon rapporto segnale/rumore. Il fitting lineare dei dati 
sperimentali secondo l’equazione 1.59 (∆δAOSS/[B]TOT vs ∆δAOSS), effettuato utilizzando il programma 
KaleidaGraph 4.0 per il sistema operativo Windows, ha consentito la determinazione della costante di 
eteroassociazione (capitolo 1). 
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CMβCD e β-CD vs KT: sono state preparate 7 soluzioni acquose (D2O) conteneti il ketotifen 
fumarato racemo 0.2 mM ed eccessi crescenti di ciclodestrina (CMβCD: 4 mM, 6 mM, 8 mM, 10 mM, 
12 mM, 15 mM, 20mM; β-CD: 4 mM, 6 mM, 8 mM, 10 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM). L’analisi è stata 
ripetuta in soluzione acquosa tamponata (tampone fosfato, pH = 7.4). 
 
Metodo delle diluizioni:[7] sono state preparate due soluzioni madre di stessa concentrazione C 
e contenenti, rispettivamente, il selettore ed il substrato. Ciascuno dei campioni impiegati nell’analisi è 
stato poi preparato mescolando uno stesso volume di tali soluzioni madre e aggiungendo, alla miscela 
così ottenuta, una quantità di solvente deuterato idonea a raggiungere la concentrazione di volta in 
volta desiderata. I campioni così ottenuti, ovvero un set di miscele equimolari e progressivamente 
diluite di selettore e substrato, sono stati analizzati registrandone lo spettro 1H NMR con un numero di 
transienti sufficiente ad ottenere un adeguato rapporto segnale/rumore. Il fitting non lineare dei dati 
sperimentali (equazioni 1.52 e 1.53, δ vs C o viceversa), effettuato utilizzando il programma 
KaleidaGraph 4.0 per il sistema operativo Windows, ha consentito di determinare, sulla base della loro 
dipendenza dalla concentrazione C dei componenti, la costante di eterocomplessazione (capitolo 1).  
 
(R,R)R(C)dpeda e (S,S)R(C)dpeda vs deossicitidina (capitolo 3): è stata eseguita l’analisi delle variazioni 
dei chemical shift 1H NMR di selezionati nuclei della DC al diminuire della concentrazione totale di 
miscele equimolari resorcarene enantiopuro/DC. Intervallo di concentrazioni: 40 mM - 0.1 mM; 
solvente: DMSO-d6 e Py-d5. 
 
5.4.3 Campioni per la determinazione delle costanti di autoassociazione 
La determinazione delle costanti di autoassociazione è stata effettuata utilizzando il metodo delle 
diluizioni progressive (capitolo 1).[8] Sono stati pertanto analizzati diversi campioni contenenti il 
composto in esame a diverse concentrazioni in modo da realizzare un intervallo di concentrazione il 
più ampio possibile. Per ogni soluzione è stato registrato lo spettro 1H NMR con un numero di 
transienti sufficiente ad ottenere un buon rapporto segnale/rumore. Il fitting non lineare dei dati 
sperimentali (δ vs C o C vs δ), effettuato utilizzando il programma KaleidaGraph 4.0 per il sistema 
operativo Windows, ha consentito la determinazione della costante di autoassociazione.  
N-trifluoroacetilalanina ed N-acetilalanina (capitolo 4): è stata eseguita l’analisi della dipendenza del 
chemical shift e dei coefficienti di diffusione in soluzioni di CDCl3 progressivamente dilute da 8 mM a 
0.1 mM. 
 
(S)-QuiPhe ionico 3 ed (R)-QuiPhe ionico 4 (capitolo 4): è stata eseguita l’analisi della dipendenza dei 
coefficienti di diffusione in soluzioni di CDCl3 progressivamente dilute da 25 mM a 1.5 mM. 
 
 
5.5 Caratterizzazione spettroscopica delle ciclodestrine e di loro analoghi 
(capitolo 2) 
 
β-Ciclodestrina (βCD) 
 
1H NMR (600 MHz, 10 mM, D2O, 25 °C) δ (ppm): 4.94 (7H, H1, d , J12 = 3.8 Hz), 3.84 (7H, H3, 
t, J32 = J34 = 9.4 Hz), 3.77-3.74 (21H, H5/H6/H6’), 3.52 (7H, H2, dd, J21 = 3.8 Hz, J23 = 9.4 Hz), 3.46 
(7H, H4, t, J43 = J45 = 9.4 Hz). 
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Eptakis(6-deossi-6-tio)-β-ciclodestrina (β-CDSH) 
 
1H NMR (600 MHz, D2O, 25 °C) δ (ppm): 5.03 (7H, H1, d, J12 = 3.6 Hz), 3.83 (7H, H3, dd, J32 
= 10.1 Hz, J34 = 9.3 Hz), 3.83 (7H, H5, m), 3.62 (7H, H4, t, J43 = J45 = 9.3 Hz), 3.52 (7H, H2, dd, J21 = 
3.6 Hz, J23 = 10.1 Hz), 2.94 (7H, H6, d, J66’ = 13.6 Hz), 2.83 (7H, H6’, dd, J6’6 = 13.6 Hz, J6’5 = 4.8 Hz). 
13C NMR (150 MHz, D2O, 25 °C) δ (ppm): 101.5 (C1), 82.5 (C4), 72.9 (C3/C5), 72.3 (C2), 26.0 
(C6). 
  
1-Tio-β-D-glucosio sale sodico (β-GluSNa) 
 
1H NMR (600 MHz, D2O, 25 °C) δ (ppm): 4.40 (1H, H1, d, J12 = 9.0 Hz), 3.72 (1H, H6, dd, J66’ 
= 12.3 Hz, J65 = 1.9 Hz), 3.53 (1H, H6’, dd, J6’6 = 12.3 Hz, J6’5 = 5.5 Hz), 3.29 (1H, H3, t, J32 = J34 = 9.0 
Hz), 3.26 (2H, H4 e H5, m), 2.88 (1H, H2, dd, J21 = J23 = 9.0 Hz). 
 
6-Monodeossi-6-mono(N-(L)-tirosinil)-β-ciclodestrina (CD-TyrCOOH) 
 
 
1H NMR (600 MHz, 10 mM, D2O, pH=7.4, 25 °C) δ (ppm): 7.02 (2H, Ho, d, Jom = 8.8 Hz); 
6.79 (2H, Hm, d, Jmo = 8.8 Hz); 4.98 (1H, H1B, d, J1B2B = 3.4 Hz); 4.96 (2H, H1C/H1F, d, J1F2F = J1C2C = 
3.7 Hz); 4.92 (1H, H1G, d, J1G2G = 3.8 Hz); 4.89 (1H, H1E, d, J1E2E = 3.7 Hz); 4.84 (1H, H1A, d, J1A2A = 
3.5 Hz); 4.83 (1H, H1D, d, J1D2D = 3.7 Hz); 3.95 (1H, H3F, t, J3F2F = J3F2F = 10.0 Hz); 3.92 (1H, H3C, t, 
J3C2C = J3C4C = 10.1 Hz); 3.85 (1H, H6’G, m); 3.86-3.71 e 3.35-3.60 (4H, H6B/H6’B/H6E/H6’E, m); 
3.85/3.78 (4H, H6C/H6’C/H6F/H6’F, m); 3.78 (1H, H5F, m); 3.77 (1H, H6G, m); 3.77 (1H, H3B, t, J3B2B = 
J3B4B = 10.1 Hz); 3.75 (1H, H5C, m); 3.73 (1H, H3E, t, J3E2E = J3E4E = 10.0 Hz); 3.72 (1H, H5B, m); 3.67 
(1H, H3D, t, J3D2D = J3D4D = 9.3 Hz); 3.65 (1H, H3G, t, J3G2G = J3G4G = 10.1 Hz); 3.42 (1H, Ha, m); 3.58 
(2H, H6D/H6’D, m); 3.56 (1H, H2C, dd, J2C3C = 10.1 Hz, J2C1C = 3.7 Hz); 3.55 (1H, H5G, m); 3.54 (1H, 
H4B, t, J4B3B = J4B5B = 10.1 Hz); 3.54 (1H, H2F, dd, J2F3F = 10.0 Hz, J2F1F = 3.7 Hz); 3.53 (1H, H3A, t, 
J3A2A = J3A4A = 9.4 Hz); 3.52 (1H, H2B, dd, J2B1B = 3.4 Hz, J2B3B = 10.1 Hz); 3.51 (1H, H4F, m); 3.50 
(1H, H4C, t, J4C3C = J4C5C = 10.1 Hz); 3.49 (1H, H2G, dd, J2G1G = 3.8 Hz, J2G3G = 10.1 Hz); 3.47 (1H, 
H2E, dd, J2E3E = 10.0 Hz, J2E1E = 3.7 Hz); 3.46 (1H, H2A, dd, J2A3A = 9.4 Hz, J2A1A = 3.5 Hz); 3.45 (1H, 
H4G, t, J4G3G = J4G5G = 10.1 Hz); 3.45 (1H, H2D, dd, J2D1D = 3.7 Hz, J2D3D = 9.3 Hz); 3.39 (1H, H5E, m); 
3.38 (1H, H4D, t, J4D3D = J4D5D = 9.3 Hz ); 3.36 (1H, H4E, m); 3.35 (1H, H5A, td, J5A4A = J6A5A = 9.4 Hz, 
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J6’A5A = 3.4 Hz); 3.23 (1H, H4A, t, J4A3A = J4A5A = 9.4 Hz); 3.22 (1H, H5D, dt, J5D4D = 9.3 Hz, J5D6D = 
J5D6D’ = 2.3 Hz); 3.13 (1H, Hb’, dd, Jb’b = 15.4 Hz, Jb’a = 3.7 Hz); 3.11 (1H, H6’A, dd, J6’A6A = 13.2 Hz, 
J6’A5A = 3.4 Hz); 2.95 (1H, H6A, dd, J6A6’A = 13.2 Hz, J6A5A = 9.4 Hz); 2.65 (1H, Hb, dd, Jbb’ = 15.4 Hz, 
Jba = 6.9 Hz). 
 
1H NMR (600 MHz, 5 mM, D2O, 25 °C) δ (ppm): 7.05 (2H, Ho, d, Jom = 8.1 Hz); 6.82 (2H, Hm, 
d, Jmo = 8.1 Hz); 5.01 (1H, H1B, d, J1B2B = 3.2 Hz); 4.98 (1H, H1C, d, J1C2C = 2.6 Hz); 4.97 (1H, H1F, d, 
J1F2F = 2.6 Hz); 4.94 (1H, H1G, d, J1G2G = 3.5 Hz); 4.90 (1H, H1E, d, J1E2E = 3.5 Hz); 4.87 (1H, H1A, d, 
J1A2A = 2.8 Hz); 4.84 (1H, H1D, d, J1D2D = 3.5 Hz); 3.99 (1H, H3F, t, J3F2F = J3F2F = 9.3 Hz); 3.95 (1H, 
H3C, t, J3C2C = J3C4C = 9.3 Hz); 3.91-3.64 e 3.77-3.91 (4H, H6B/H6’B/H6E/H6’E); 3.87 (1H, H6’G, m); 3.86 
(1H, H6’F, m); 3.84 (2H, H6C/H6’C, m) 3.79 (1H, H5F, m); 3.78 (1H, H6G, m); 3.78 (1H, H3B, t, J3B2B = 
J3B4B = 9.6 Hz); 3.77 (1H, H5C, m); 3.76 (1H, H6F, m); 3.73 (1H, H3E, t, J3E2E = J3E4E = 9.7 Hz); 3.72 
(1H, H5B,m); 3.67 (1H, H3D, t, J3D2D = J3D4D = 9.6 Hz); 3.66 (1H, H3G, t, J3G2G = J3G4G = 10.5 Hz); 3.59 
(1H, H4B, dd, J4B3B = 9.6 Hz, J4B5B = 8.9 Hz); 3.58 (2H, H6D/H6’D, m); 3.55 (1H, H5G, m); 3.58 (1H, H2C, 
dd, J2C1C = 2.6 Hz, J2C3C = 9.3 Hz); 3.56 (1H, H2F, dd, J2F1F = 2.6 Hz, J2F3F = 9.3 Hz); 3.55 (1H, H5E); 
3.54 (1H, H5G, m); 3.53 (1H, Ha); 3.52 (1H, H4F); 3.52 (1H, H2B, dd, J2B1B = 3.2 Hz, J2B3B = 9.6 Hz); 
3.52 (1H, H3A, t, J3A2A = J3A4A = 9.2 Hz); 3.52 (1H, H4C); 3.51 (1H, H2G, dd, J2G1G = 3.5 Hz, J2G3G = 
10.5); 3.48 (1H, H2E); 3.47 (1H, H2A, dd, J2A1A = 2.8 Hz, J2A3A = 9.2 Hz); 3.46 (1H, H2D, dd, J2D1D = 3.5 
Hz, J2D3D = 9.6 Hz); 3.45 (1H, H4G, t, J43 = J45 = 10.5 Hz); 3.38 (1H, H4D, dd, J43 = 9.6 Hz, J45 = 6.9 
Hz); 3.36 (1H, H4E); 3.35 (1H, H5A, m); 3.25 (1H, H4A, t, J4A3A = J4A5A = 9.2 Hz); 3.24 (1H, Hb’, m); 
3.19 (1H, H5D, m); 3.17 (1H, H6’A, m); 3.14 (1H, H6A, m); 2.75 (1H, Hb, dd, Jbb’ = 15.6 Hz, Jba = 5.6 
Hz). 
 
Carbossimetil-β-ciclodestrina (grado di sostituzione ~ 3) (CMβCD) 
 
1H NMR (600 MHz, 10 mM, D2O, 25 °C) δ (ppm): 5.24-5.17 e 5.20-4.94 (7H, H1), 4.35-3.96 
(6H, CH2COOH), 4.20-3.66 (7H, H3), 3.92-3.66 (14H, H6/H6’), 3.80-3.60 (7H, H5), 3.60-3.40 (7H, H4), 
3.68-3.34 (7H, H2). 
 
Octakis(3-O-butanoil-2,6-di-O-pentil)-γ-ciclodestrina (Lipodex E) 
 
1H NMR (600 MHz, 10 mM, C6D12, 25 °C) δ (ppm): 5.34 (8H, H3, dd, J32 = 9.9 Hz, J34 = 8.9 
Hz), 5.09 (8H, H1, d, J12 = 3.4 Hz), 4.03 (8H, H6a, dd, J6a6b = 11.0 Hz, J6a5 = 1.8 Hz), 3.94 (8H, H5, m), 
3.79 (1H, H4, dd, J45 = 9.5 Hz, J43 = 8.9 Hz), 3.57 (8H, HB1a, ddd, JB1aB1b = 9.0 Hz, JB1B2a = JB1aB2b = 6.3 
Hz), 3.49 (8H, HA1a, ddd, JA1aA1b = 9.1 Hz, JA1aA2a = JA1aA2b = 6.2 Hz), 3.46 (8H, H6b, m), 3.40 (8H, 
HA1b, ddd, JA1bA1a = 9.1 Hz, JA1bA2a = JA1bA2b = 6.5 Hz), 3.34 (8H, HB1b, ddd, JB1bB1a = 9.0 Hz, JB1bB2a = 
JB1bB2b = 6.5 Hz), 3.18 (8H, H2, dd, J23 = 9.9 Hz, J12 = 3.4 Hz), 2.41 (8H, HC2a, ddd, JC2aC2b = 16.2 Hz, 
JC2aC3b(JC2aC3a) = 7.7(6.9) Hz, JC2aC3a(JC2aC3b) = 6.9(7.7) Hz), 2.13 (8H, HC2b, ddd, JC2bC2a = 16.2 Hz, 
JC2bC3a = JC2bC3b =7.3 Hz), 1.69-1.66 (16H, HC3a/HC3b, m), 1.58-1.51 (32H, HA2a/HA2b/HB2a/HB2b, m), 
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1.38-1.35 (64H, HA3a/HA3b/HB3a/HB3b/HA4a/HA4b/HB4a/HB4b, m), 0.94 (24H, HC4, t, JC4C3a = JC4C3b = 
7.4 Hz), 0.93 (24H, HA5 o HB5, t, J = 7.1 Hz), 0.93 (24H, HB5 o HA5, t, J = 7.1 Hz). 
 
α-, β- e γ-(2,3-Di-O-acetil-6-O-terzbutildimetilsilil)-ciclodestrine (AcSiαCD, AcSiβCD, 
AcSiγCD) 
 
 
AcSiαCD (n=6) 
1H NMR (600 MHz, 20 mM, C6D12, 25 °C) δ (ppm): 5.50 (6H, H3, dd, J32 = 10.3 Hz, J34 = 8.5 
Hz), 5.12 (6H, H1, d, J12 = 3.2 Hz), 4.43 (6H, H2, dd, J23 = 10.3 Hz, J21 = 3.2 Hz), 4.11 (6H, H6a, d sl, 
J6a6b = 12.4 Hz), 3.90 (6H, H5), 3.88 (6H, H4, dd, J43 = J45 = 8.5 Hz), 3.68 (6H, H6b, d sl, J6b6a = 12.4 
Hz), 1.93 (18H, [CH3] Ac-2, s), 1.88 (18H, [CH3] Ac-3, s), 0.84 (54H, (CH3)3C, s), 0.00 (36H, (CH3)2Si, 
s). 
13C NMR (150 MHz, 20 mM, C6D12, 25 °C) δ (ppm): 169.2 (CO, Ac-3), 169.0 (CO, Ac-2), 95.9 
(C1), 74.8 (C4), 72.1 (C5), 71.8 (C3), 71.5 (C2), 62.5 (C6), 25.7 ((CH3)3C), 20.3 (CH3, Ac-2), 19.7 (CH3, 
Ac-3), 18.3 ((CH3)3C), -5.7 e -5.4 ((CH3)2Si).  
 
AcSiβCD (n=7) 
1H NMR (600 MHz, 20 mM, C6D12, 25 °C) δ (ppm): 5.43 (7H, H3, dd, J32 = 9.9 Hz, J34 = 8.6 
Hz), 5.23 (7H, H1, d, J12 = 3.7 Hz), 4.62 (7H, H2, dd, J23 = 9.9 Hz, J21 = 3.7 Hz), 4.10 (7H, H6a, d sl, 
J6a6b = 10.0 Hz), 3.93 (7H, H5, d sl, J54 = 9.6 Hz), 3.88 (7H, H4, dd, J45 = 9.6 Hz, J43 = 8.6 Hz), 3.79 
(7H, H6b, d sl, J6b6a = 10.0 Hz), 2.01 (21H, [CH3] Ac-2, s), 1.99 (21H, [CH3] Ac-3, s), 0.93 (63H, 
(CH3)3C, s), 0.09 (42H, (CH3)2Si, s). 
13C NMR (150 MHz, 20 mM, C6D12, 25 °C) δ (ppm): 169.3 (CO, Ac-3), 168.9 (CO, Ac-2), 96.7 
(C1), 75.6 (C4), 72.0 (C5), 71.5 (C2+C3), 62.3 (C6), 25.7 ((CH3)3C), 20.3 (CH3, Ac-2), 20.0 (CH3, Ac-3), 
18.2 ((CH3)3C), -5.6 e -5.3 ((CH3)2Si).  
 
AcSiγCD (n=8) 
1H NMR (600 MHz, 20 mM, C6D12, 25 °C) δ (ppm): 5.32 (8H, H3, t sl, J32 = J34 = 10.0 Hz), 5.26 
(8H, H1, d sl, J12 = 3.4 Hz), 4.47 (8H, H2, dd, J23 = 10.0 Hz, J21 = 3.4 Hz), 4.03 (8H, H6a, d sl, J6a6b = 
11.4 Hz), 3.92-3.74 (16H, H4/H5, m), 3.71 (8H, H6b, d sl, J6b6a = 11.4 Hz), 1.93 (24H, [CH3] Ac-2, s), 
1.90 (24H, [CH3] Ac-3, s), 0.84 (72H, (CH3)3C, s), 0.00 (48H, (CH3)2Si, s). 
13C NMR (150 MHz, 20 mM, C6D12, 25 °C) δ (ppm): 169.2 (CO, Ac-3), 169.0 (CO, Ac-2), 95.9 
(C1), 74.4 (C4), 72.1 (C5), 70.8 (C2), 71.9 (C3), 62.1 (C6), 25.7 ((CH3)3C), 20.4 (CH3, Ac-2), 19.9 (CH3, 
Ac-3), 18.3 ((CH3)3C), -5.6 e -5.3 ((CH3)2Si).  
 
 
5.6 Sintesi e caratterizzazione delle nanoparticelle (Au)n/β-CDSH e  
(Au)n/β-GluSNa 
 
5.6.1 Procedura generale per la vaporizzazione dell’oro[2,11] 
Il sistema descritto in figura 5.1, corredato di un crogiolo contenente 500 mg di oro metallico è 
stato inizialmente collegato ad una pompa rotativa per un’operazione di pre-vuoto a pressione di circa  
10-3 mbar. Il sistema di vaporizzazione è stato quindi preriscaldato a temperatura inferiore a quella di 
vaporizzazione dell’oro, allo scopo di allontanare materiali volatili eventualmente presenti nel sistema. 
n=6,7,8
O
RO
O
OR
OR1
n
R=COMe, R1=SiMe2tBu
12
3
4
5
6,6'
 146 
Terminato il preriscaldamento, è stato azionato il sistema di pompaggio per alto vuoto e, raggiunta la 
pressione di 10-4÷10-5 mbar, sono stati introdotti nel reattore (posto nel dewar contenente azoto 
liquido) vapori di acetone. Quando sulle pareti interne del reattore è condensato circa metà del volume 
iniziale di acetone, è stato iniziato il riscaldamento del crogiolo, applicando una corrente di intensità 
progressivamente crescente. Terminata la vaporizzazione (circa un’ora), il sistema di pompaggio è stato 
isolato e quindi disinserito; il reattore, dopo rimozione del dewar contenente azoto liquido, è stato 
portato alla temperatura di fusione della matrice. La soluzione Au-acetone così formatasi è stata quindi 
raccolta mediante sifonamento per immissione di Argon e posta in un provettone codato munito di 
rubinetto e mantenuto a bassa temperatura (- 30 °C). 
Una soluzione Au-acetone a maggiore concentrazione di oro è stata successivamente ottenuta 
impiegando una procedura di vaporizzazione analoga a quella sopra descritta, ma effettuando un 
riscaldamento più spinto, in modo da consentire la vaporizzazione di una maggiore quantità di 
particelle di oro. 
Tutte le operazioni connesse all’utilizzo ed alla preparazione degli atomi metallici solvatati 
(SMA) sono state eseguite in atmosfera inerte. 
 
5.6.2 Determinazione della concentrazione di soluzioni Au-acetone mediante analisi 
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy (ICP-OES) 
In un crogiolo di porcellana essiccato in stufa a 180 °C viene preparato il campione contenente 
1 ml del condensato Au-acetone. Sul campione viene effettuato un attacco acido mediante trattamento 
con circa 2 ml di acqua regia, lasciando evaporare la soluzione a caldo. Tale operazione viene ripetuta 
per tre volte. Il contenuto del crogiolo è ripreso più volte con acqua deionizzata, trasferito in un 
matraccio da 100 ml e quindi portato a volume con acqua deionizzata. 
Il campione così preparato viene sottoposto ad analisi ICP-OES e per interpolazione della retta 
di taratura, ottenuta con standard di Au a concentrazione nota, si determina la concentrazione della 
soluzione Au-acetone. 
Applicando tale procedura abbiamo determinato la concentrazione delle soluzioni Au-acetone 
da noi preparate: 0.4 mg/ml per la soluzione Au-acetone più diluita; 3.7 mg/ml per la soluzione Au-
acetone più concentrata. 
 
5.6.3 Sintesi delle nanoparticelle (Au)n/β-CDSH a partire  dalla soluzione Au-acetone 
di concentrazione 0.4 mg Au/ml  
In un tipico esperimento un’aliquota (11.8 ml, 0.024 mmol Au) di soluzione Au-acetone a più 
bassa concentrazione (0.4 mg Au/ml) ottenuta con il metodo sopra descritto[11] è stata aggiunta ad 
una soluzione di β-CDSH in acqua (5 ml). La miscela di reazione è stata agitata a temperatura ambiente 
e al buio per circa 30 minuti. Durante questo periodo di tempo è stata osservata la formazione di un 
solido nero che è stato poi isolato e seccato a pressione ridotta. Al fine di ottenere campioni contenenti 
differenti rapporti Au/β-CDSH la reazione è stata ripetuta più volte variando la quantità di β-CDSH: 
150 mg (Au/β-CDSH = 1:5); 30 mg (Au/β-CDSH = 1:1) e 10 mg (Au/β-CDSH = 1:0.3). 
 
(Au)n/β-CDSH NPs (Au/β-CDSH = 1:5, C = 0.4 mg Au/ml) 
 
1H NMR (600 MHz, D2O, 25 °C) δ (ppm): 5.03 (7H, H1, d, J12 = 3.1 Hz), 3.80 (7H, H3, dd, J32 
= 9.8 Hz, J34 = 9.3 Hz), 3.78 (7H, H5, m), 3.68 (7H, H4, t, J43 = J45 = 9.3 Hz), 3.50 (7H, H2, dd, J23 = 
9.8 Hz, J21 = 3.1 Hz), 2.86 (7H, H6, dd, J66’ = 13.6 Hz, J65 = 2.8 Hz), 2.81 (7H, H6’, d sl, J6’6 = 13.6 Hz). 
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5.6.4 Sintesi delle nanoparticelle (Au)n/β-CDSH a partire dalla soluzione Au-acetone 
di concentrazione 3.7 mg Au/ml  
In un tipico esperimento un’aliquota (1.3 ml, 0.024 mmol Au) di soluzione Au-acetone a più alta 
concentrazione (3.7 mg Au/ml) ottenuta con il metodo sopra descritto[11] è stata aggiunta ad una 
soluzione di β-CDSH in acqua (2 ml). La miscela di reazione è stata agitata a temperatura ambiente e al 
buio per circa 30 minuti e successivamente sono stati aggiunti 10 ml di acetone per facilitare la 
formazione del precipitato nero. Il solido nero è stato isolato e seccato a pressione ridotta. Al fine di 
ottenere campioni contenenti differenti rapporti Au/β-CDSH la reazione è stata ripetuta più volte 
variando la quantità di β-CDSH: 150 mg (Au/β-CDSH = 1:5); 30 mg (Au/β-CDSH = 1:1); 10 mg 
(Au/β-CDSH = 1:0.3) e 6 mg (Au/β-CDSH = 1:0.2). 
 
5.6.5 Sintesi di nanoparticelle (Au)n/β-GluSNa a partire dalla soluzione Au-acetone di 
concentrazione 3.7 mg Au/ml  
2.8 ml (0.052 mmol Au) di soluzione Au-acetone a più alta concentrazione (3.7 mg Au/ml) 
ottenuta con il metodo sopra descritto[11] è stata aggiunta ad una soluzione di β-GluSNa in acqua (2 
ml) preventivamente raffreddata in un bagno di acqua e ghiaccio. La miscela di reazione è stata agitata 
a temperatura ambiente per circa 30 minuti e successivamente, al fine di facilitare la formazione del 
precipitato nero, è stata lasciata decantare una notte. Il solido nero è stato quindi isolato e seccato a 
pressione ridotta, ottenendo un campione contenente un rapporto Au/β-GluSNa di 1:5.  
 
 
1H NMR (600 MHz, D2O, 25 °C) δ (ppm): 4.40 (1H, H1, d sl, J12 = 6.2 Hz), 3.72 (1H, H6, d, J66’ 
= 12.7 Hz), 3.53 (1H, H6’, dd, J6’6 = 12.7 Hz, J6’5 = 4.6 Hz), 3.29-3.27 (3H, H3/H4/H5, m), 2.88 (1H, 
H2, dd sl, J21 = J23 = 6.2 Hz). 
 
5.6.6 Preparazione dei campioni per l’analisi NMR delle nanoparticelle (Au)n/β-CD-
SH e delle nano particelle (Au)n/β-GluSNa 
Il solido nero, formatosi come conseguenza dell’addizione di nanoparticelle di oro solvatate in 
soluzione di acetone alla β-CD-SH o al β-GluSNa, è stato ridisciolto in D2O in quanto in essa solubile. 
Sono state così ottenute soluzioni nero-violacee limpide e stabili a temperatura ambiente che sono state 
direttamente analizzate tramite la tecnica NMR senza la necessità di ulteriori manipolazioni. 
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5.7 Caratterizzazione spettroscopica dei derivati resorc[4]arenici  
(capitolo 3) 
 
(S,S)R(C)dpeda  
 
1H NMR (600 MHz, 40 mM, DMSO, 25 °C) δ (ppm): 8.01 (2H, H30/H42, d, J30-31 (J42-43) = 6.6 
Hz); 7.77 (2H, H33/H45, d, J33-32 (J45-44) = 7.5 Hz); 7.32 (8H, H35/H47 and H38/H50, d, J = 7.2 Hz); 7.01 
– 7.10 (12H, H36/H48, H37/H49, H39/H51 and H40/H52, m); 6.86 (2H, H26/H28, s); 6.58 (2H, H11/H23, s); 
6.28 (2H, H5/H17, s); 5.82 (2H, H25/H27, s); 5.44 (2H, H31/H43, dd, J31-32 = 11.6 Hz, J31-30 = 6.6 Hz); 
4.77 (2H, H2/H14, dd, J2-29’ = 12.6 Hz, J2-29 = 4.4 Hz), 4.72 (2H, H8/H20, t, J8-34 = J8-34’ = 8.2 Hz); 4.36 
(2H, H32/H44, dd, J32-31 = 11.6 Hz, J32-33 = 7.5 Hz); 3.81 (6H, MeO10’/MeO22’, s); 3.80 (6H, 
MeO12’/MeO24’, s); 3.39 (6H, MeO4’/MeO16’, s); 3.31 (6H, MeO6’/MeO18’, s); 2.63 (2H, H29/H41, m); 
2.59 (4H, H34/H46 and H34’/H46’, m); 2.51 (2H, H29’/H41’, m). 
 
 
5.8 Sintesi e caratterizzazione spettroscopica dei derivati della Chinina 
(capitolo 4) 
 
5.8.1 Sintesi di N-bromoacetil-(S)- o (R)-fenilalanina-terz-butilammide[9]  
5.8.1.1 Sintesi di N-Boc-(S)-fenilalanina-terz-butilammide 
Una soluzione di DCC (3.9 g, 18.6 mmol) in CH2Cl2 anidro (20 ml) è stata aggiunta goccia a 
goccia, in atmosfera inerte, ad una soluzione, precedentemente riscaldata a 40 °C, di N-Boc-(S)-
fenilalanina (5.0 g, 18.9 mmol) in CH2Cl2 anidro (50 ml). Al termine dell’aggiunta la miscela di reazione 
è stata raffreddata a 5 °C e quindi la terz-butilammina (2 ml, 18.9 mmol) è stata aggiunta a piccole 
porzioni. La miscela di reazione è stata mantenuta in agitazione a temperatura ambiente per 12 ore, 
successivamente è stata filtrata ed il solvente rimosso a pressione ridotta. Il prodotto grezzo di reazione 
è stato utilizzato senza ulteriori purificazioni. 
 
5.8.1.2 Sintesi della (S)-fenilalanina-terz-butilammide 
Ad una soluzione di N-Boc-(S)-fenilalanina-terz-butilammide in CH2Cl2 (80 ml) è stato aggiunto 
l’acido trifluoroacetico (87 ml). La miscela di reazione è stata lasciata in agitazione a temperatura 
ambiente per 1 ora. Successivamente l’acido trifluoroacetico residuo ed il sovente sono stati eliminati a 
pressione ridotta ed il solido grezzo, così ottenuto, disciolto in H2O. La fase acquosa è stata basificata 
con NaHCO3 fino a pH=7, estratta con CH2Cl2, basificata fino a pH=8 con NaHCO3 e nuovamente 
estratta con CH2Cl2. La fase organica derivante dalla seconda estrazione è stata seccata su Na2SO4 
anidro. Per allontanamento del solvente a pressione ridotta la (S)-fenilalanina-terz-butilammide è stata 
ottenuta con una resa del 50% (1.7 g, 7.8 mmoli). 
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5.8.1.3 Sintesi di N-bromoacetil-(S)-fenilalanina-terz-butilammide 
Ad una soluzione di (S)-fenilalanina-terz-butilammide (1.7 g, 7.8 mmoli) in THF anidro (25 m) è 
stato aggiunto, sotto atmosfera inerte, ossido di propilene (1.7 ml, 23.6 mmoli). Alla miscela di 
reazione, raffreddata a 0 °C, è stata aggiunta goccia a goccia una soluzione di cloruro di bromoacetile 
(0.9 ml, 10.7 mmoli) in 10 ml di THF anidro; successivamente la miscela di reazione è stata mantenuta 
in agitazione a temperatura ambiente per 2 ore. Il solvente è stato quindi rimosso a pressione ridotta ed 
il prodotto purificato per cristallizzazione (esano/AcOEt =2:1) (2.0 g, resa 76%).  
 
1H NMR (600 MHz, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 7.33 (1H, Hp, t), 7.26 (2H, Hm), 7.26 (2H, Ho), 7.22 
(1H, Hb, d, Jbc = 6.2 Hz), 4.91 (1H, He, s sl), 4.43 (1H, Hc, m), 3.87 (1H, Ha, d, Jaa’ = 13.8 Hz), 3.83 
(1H, Ha’, d, Ja’a = 13.8 Hz), 3.16 (1H, Hd’, dd, Jd’d = 13.2 Hz, Jd’c = 5.2 Hz), 2.88 (1H, Hd, dd, Jdd’ = 13.2 
Hz, Jdc = 9.7 Hz), 1.17 (9H, But, s). 
13C NMR (150 MHz, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 168.7 (C9), 165.2 (C2), 136.6 (C5), 128.7 (C7), 127.1 
(C8), 127.1 (C6), 55.7 (C3), 51.5 (C10), 39.1 (C4), 28.7 (C1), 28.4 (C11). 
 
5.8.2 Sintesi dei derivati covalenti della chinina: 9-O-(N-acetililfenilalanina-terz-
butilammide)chinina[10] (QuiPhe Covalente) 
Ad una sospensione di NaH (0.9 g, 39.8 mmoli) in THF anidro (50 ml), sotto atmosfera inerte, 
sono stati addizionati 4.3 g (13.2 mmoli) di chinina. La miscela così ottenuta è stata mantenuta in 
agitazione a temperatura ambiente per 30 min e quindi a 50 °C per 3 ore. Dopo raffreddamento a 5 °C 
è stata aggiunta goccia a goccia una soluzione di N-bromoacetil-fenilalanina-terz-butilammide (1.5 g, 4.4 
mmoli) in THF anidro (170 ml). La miscela di reazione è stata lasciata in agitazione a temperatura 
ambiente 24 ore, successivamente è stato aggiunto un eccesso di acqua a 0 °C e la fase acquosa è stata 
quindi estratta con AcOEt. Le fasi organiche riunite sono state essiccate su Na2SO4 e quindi il solvente 
rimosso a pressione ridotta. Il prodotto è stato purificato tramite cromatografia (Al2O3, acetone) e 
successiva filtrazione su silice. É stato ottenuto il prodotto desiderato (1.3 g, 2.2 mmoli) con resa del 
50%.  
 
 
9-O-(N-acetilil-(S)-fenilalanina-terz-butilammide)chinina ((S)-QuiPhe Covalente) 
1H NMR (600 MHz, 75 mM, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 8.73 (1H, H2, d, J21 = 4.5 Hz), 8.04 (1H, 
H3, d, J34 = 9.3 Hz), 7.45 (1H, Hb, d sl, Jbc = 8.4 Hz), 7.38 (1H, H4, dd, J43 = 9.3 Hz, J45 = 2.7 Hz), 7.32 
(2H, Hm, t, Jmo = Jmp = 7.3 Hz), 7.25 (1H, H1, d, J12 = 4.5 Hz), 7.24 (1H, H5, d, J54 = 2.7 Hz), 7.26 (2H, 
Ho); 7.25 (1H, Hp), 5.74 (1H, H20, ddd, J2022 = 17.3 Hz, J2021 = 10.3 Hz, J2017 = 7.6 Hz), 5.33 (1H, He, s 
sl), 5.17 (1H, H8, s), 4.97 (1H, H22, d, J2220 = 17.3 Hz), 4.93 (1H, H21, d, J2120 = 10.3 Hz), 4.51 (1H, Hc, 
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td, Jcd = Jcb = 8.4 Hz, Jcd’ = 5.8 Hz), 3.93 (3H, MeO, s), 3.89 (1H, Ha’, d, Ja’a = 15.1 Hz), 3.86 (1H, Ha, 
d, Jaa’ = 15.1 Hz), 3.24 (1H, H15, m), 3.17 (1H, H9, m), 3.17 (1H, Hd’, dd, Jd’d = 13.7 Hz, Jd’c = 5.8 Hz), 
3.06 (1H, H19, dd, J1918 = 13.8 Hz, J1917 = 10.2 Hz), 2.96 (1H, Hd, dd, Jdd’ = 13.7 Hz, Jdc = 8.4 Hz), 2.68 
(1H, H16, m), 2.66 (1H, H18, m), 2.26 (1H, H17, m), 1.85 (1H, H12, m), 1.66 (3H, H14, H10, H11, m), 1.51 
(1H, H13, m), 1.21 (9H, But, s).  
13C NMR (150 MHz, 75 mM, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 169.1 (C31), 168.7 (C24), 158.0 (C19), 147.5 
(C14), 144.7 (C22), 142.9 (C16), 141.8 (C10), 136.7 (C27), 132.0 (C21), 129.5 (C28), 128.7 (C29), 127.1 (C30), 
127.1 (C17), 121.8 (C20), 118.5 (C15), 114.4 (C11), 100.9 (C18), 81.7 (C9), 68.4 (C23), 59.7 (C8), 57.0 (C2), 
55.7 (MeO), 54.5 (C25), 51.6 (C32), 43.2 (C6), 41.3 (C3), 38.9 (C26), 31.7 (C7), 28.4 (C33), 27.8 (C4), 27.7 
(C5). 
 
9-O-(N-acetilil-(R)-fenilalanina-terz-butilammide)chinina ((R)-QuiPhe Covalente) 
1H NMR (600 MHz, 75 mM, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 8.71 (1H, H2, d, J21 = 4.5 Hz), 8.03 (1H, 
H3, d, J34 = 9.3 Hz), 7.50 (1H, Hb, d sl, Jbc = 8.3 Hz), 7.37 (1H, H4, dd, J43 = 9.3 Hz, J45 = 2.6 Hz), 7.34 
(1H, H1, d, J12 = 4.5 Hz), 7.31 (2H, Hm, m), 7.27 (1H, H5, d, J54 = 2.6 Hz), 7.25/7.26 (3H, Hp/Ho, m), 
5.77 (1H, H20, ddd, J2022 = 17.4 Hz, J2021 = 10.3 Hz, J2017 = 7.6 Hz), 5.31 (1H, He, s sl), 5.09 (1H, H8, s 
sl), 4.98 (1H, H22, dt, J2220 = 17.4 Hz, J2217 = J2221 = 1.2 Hz), 4.96 (1H, H21, dt, J2120 = 10.3 Hz, J2117 = 
J2122 = 1.2 Hz), 4.53 (1H, Hc, td, Jcd = Jcb = 8.3 Hz, Jcd’ = 5.8 Hz), 3.91 (3H, MeO, s), 3.88 (1H, Ha’, d, 
Ja’a = 15.2 Hz), 3.83 (1H, Ha, d, Jaa’ = 15.2 Hz), 3.22 (1H, H15, m), 3.22 (1H, H9, m), 3.14 (1H, Hd’, dd, 
Jd’d = 13.6 Hz, Jd’c = 5.8 Hz), 3.05 (1H, H19, dd, J1918 = 13.8 Hz, J1917 = 10.5 Hz), 2.97 (1H, Hd, dd, Jdd’ 
= 13.6 Hz, Jdc = 8.3 Hz), 2.68 (1H, H16, m), 2.61 (1H, H18, m), 2.28 (1H, H17, m), 1.88 (1H, H12, m), 
1.70 (1H, H14, m), 1.67 (2H, H10, H11, m), 1.54 (1H, H13, m), 1.20 (9H, But, s).  
13C NMR (150 MHz, 75 mM, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 169.1 (C31), 168.5 (C24), 157.9 (C19), 147.5 
(C14), 144.7 (C22), 142.9 (C16), 141.7 (C10), 136.7 (C27), 131.9 (C21), 129.4 (C28), 128.6 (C29), 127.1 (C30), 
126.9 (C17), 121.7 (C20), 118.9 (C15), 114.4 (C11), 101.0 (C18), 68.5 (C23), 59.7 (C8), 56.9 (C9/C2), 55.7 
(MeO), 54.2 (C25), 51.3 (C32), 43.0 (C6), 39.8 (C3), 39.1 (C26), 28.4 (C33), 27.9 (C5), 27.7 (C4), 23.4 (C7). 
 
5.8.3 Sintesi dei derivati salini della chinina: bromuro di N’-(N-acetilil-fenilalanina-
terz-butilammide)chininio (QuiPhe Ionico) 
Ad una soluzione di 0.7 g (2.1 mmoli) di chinina in MeOH anidro (40 ml), sotto atmosfera 
inerte, sono stati aggiunti 0.3 g (3.3 mmol) di NaHCO3 e 0.7 g (2.1 mmol) di N-bromoacetil-
fenilalanina-terz-butilammide. La miscela di reazione è stata mantenuta in agitazione a temperatura 
ambiente per 48 ore. Dopo allontanamento del solvente a pressione ridotta il grezzo è stato purificato 
per cromatografia (Al2O3; AcOEt/MeOH=9:1). Resa del 90% (1.2 g). 
 
 
Bromuro di N’-(N-acetilil-(S)-fenilalanina-terz-butilammide)chininio ((S)-QuiPhe Ionico) 
 1H NMR (600 MHz, 75 mM, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 9.54 (1H, Hb, d sl, Jbc = 8.4 Hz), 8.70 
(1H, H2, d, J21 = 4.5 Hz), 7.95 (1H, H3, d, J34 = 9.2 Hz), 7.74 (1H, H1, d, J12 = 4.5 Hz), 7.30 (1H, H4, 
dd, J43 = 9.2 Hz, J45 = 2.5 Hz), 7.25 (2H, Ho), 6.96 (1H, H5, d, J54 = 2.5 Hz), 6.94 (2H, Hm, t, Jmo = Jmp 
= 7.6 Hz), 6.60 (2H, Hp, tt, Jpm = 7.6 Hz, Jpo = 1.0 Hz), 6.46 (1H, OH, s sl), 6.21 (1H, He, s sl), 5.68 
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(1H, H8, s sl), 5.47 (1H, H20, ddd, J2022 = 17.1 Hz, J2021 = 10.6 Hz, J2017 = 5.6 Hz), 5.17 (1H, H22, dd, 
J2220 = 17.1 Hz, J2221 = 1.7 Hz), 5.16 (1H, Ha, d, Jaa’ = 16.3 Hz), 4.99 (1H, H21, dd, J2120 = 10.6 Hz, J2122 
= 1.7 Hz), 4.78 (1H, H15, m), 4.68 (1H, Ha’, d, Ja’a 16.3 Hz), 4.48 (1H, H9, m), 4.46 (1H, Hc, m), 4.44 
(1H, H18, m), 3.92 (3H, MeO, s), 3.76 (1H, H19, dd, J1918 = 13.2 Hz, J1917 = 10.5 Hz), 3.67 (1H, H16, m), 
3.14 (1H, Hd, dd, Jdd’ = 14.2 Hz, Jdc = 6.5 Hz), 3.01 (1H, Hd’, dd, Jd’d = 14.2 Hz, Jd’c = 9.2 Hz), 2.71 
(1H, H17, m), 2.06 (1H, H14, m), 2.00 (1H, H12, m), 1.94 (1H, H13, m), 1.76 (1H, H11, m), 1.25 (9H, But, 
s), 0.95 (1H, H10, m). 
13C NMR (150 MHz, 75 mM, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 169.6 (C31), 164.2 (C24), 158.4 (C19), 147.3 
(C14), 143.9 (C16), 143.2 (C22), 137.2 (C27), 136.6 (C10), 131.5 (C21), 129.2 (C28), 128.4 (C29), 126.6 (C30), 
125.8 (C17), 122.0 (C20), 120.0 (C15), 116.9 (C11), 101.3 (C18), 66.4 (C9), 63.7 (C8), 61.4 (C2), 59.4 (C23), 
57.5 (C6), 57.3 (C25), 56.7 (MeO), 51.6 (C32), 38.4 (C26), 37.7 (C3), 28.6 (C33), 26.2 (C4), 25.6 (C5), 21.9 
(C7). 
 
Bromuro di N’-(N-acetilil-(R)-fenilalanina-terz-butilammide)chininio ((R)-QuiPhe Ionico) 
 1H NMR (600 MHz, 75 mM, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 9.31 (1H, Hb, d sl, Jbc = 8.9 Hz), 8.71 
(1H, H2, d, J21 = 4.5 Hz), 7.96 (1H, H3, d, J34 = 9.4 Hz), 7.75 (1H, H1, d, J12 = 4.5 Hz), 7.31 (1H, H4, 
dd, J43 = 9.4 Hz, J45 = 2.5 Hz), 7.30 (2H, Hm, m), 7.28 (2H, Ho, m), 7.19 (2H, Hp, tt, Jpm = 6.9 Hz, Jpo = 
1.6 Hz), 7.09 (1H, H5, d, J54 = 2.5 Hz), 6.70 (1H, He, s sl), 6.61 (1H, OH, s sl), 5.94 (1H, H8, s sl), 5.46 
(1H, H20, ddd, J2022 = 17.2 Hz, J2021 = 10.7 Hz, J2017 = 5.5 Hz), 5.37 (1H, Ha, d, Jaa’ = 16.4 Hz), 5.19 (1H, 
H22, dd, J2220 = 17.2 Hz, J2221 = 1.6 Hz), 5.02 (1H, H21, dd, J2120 = 10.7 Hz, J2122 = 1.6 Hz), 4.82 (1H, 
H15, m), 4.61 (1H, Hc, td, Jcd = Jcb = 8.9 Hz, Jcd’ = 5.3 Hz), 4.57 (1H, H18, m), 4.55 (1H, H9, m), 4.12 
(1H, Ha’, d, Ja’a = 16.4 Hz), 4.00 (3H, MeO, s), 3.41 (1H, H16, m), 3.41 (1H, H19, m), 3.28 (1H, Hd, dd, 
Jdd’ = 14.1 Hz, Jdc = 5.3 Hz), 3.00 (1H, Hd’, dd, Jd’d = 14.1 Hz, Jd’c = 8.9 Hz), 2.69 (1H, H17, m), 2.09 
(1H, H14, m), 2.04 (1H, H12, m), 1.92 (1H, H13, m), 1.74 (1H, H11, m), 0.95 (1H, H10, m), 0.92 (9H, But, 
s). 
13C NMR (150 MHz, 75 mM, CDCl3, 25 °C) δ (ppm): 169.9 (C31), 163.8 (C24), 158.7 (C19), 147.4 
(C14), 144.2 (C22), 142.6 (C16), 137.2 (C27), 136.2 (C10), 131.8 (C21), 129.3 (C28), 128.6 (C29), 126.9 (C30), 
125.4 (C17), 122.8 (C20), 119.9 (C15), 116.9 (C11), 100.3 (C18), 65.8 (C9), 62.9 (C8), 61.8 (C2), 59.3 (C23), 
57.8 (C6), 56.9 (MeO), 56.5 (C25), 51.8 (C32), 38.9 (C26), 37.7 (C3), 27.9 (C33), 25.9 (C4), 25.6 (C5), 21.9 
(C7). 
 
 
5.9 Caratterizzazione spettroscopica dei substrati chirali  
 
 Ketotifene fumarato (KT) 
 
1H NMR (600 MHz, 25 °C, D2O, pH=7.4) δ (ppm): 7.75 (1H, H1, d, J12=4.9 Hz), 7.31 (1H, H3, 
m), 7.21 (3H, H4/H5/H6, m), 7.13 (1H, H2, d, J21= 4.9 Hz), 6.40 (2H, H13, s), 3.74 (2H, H7/H7’, s), 
2.51-3.41 (8H, H8/H8’/H9/H9’/H10/H10’/H11/H11’, m). 
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2’-Deossicitidina (DC) 
 
1H NMR (600 MHz, 40 mM, DMSO, 25 °C) δ (ppm): 7.76 (1H, Hf, d, Jfg = 7.4 Hz); 7.12 (1H, 
Hl, s sl); 7.04 (1H, Hl’, s sl); 6.13 (1H, Ha, dd, Jab’ = 7.3 Hz, Jab = 6.0 Hz); 5.69 (1H, Hg, d, Jgf = 7.4 Hz); 
5.16 (1H, Hi, d, Jic = 4.3 Hz); 4.93 (1H, Hh, t, Jhe = Jhe’ = 5.1 Hz); 4.17 (1H, Hc, m); 3.74 (1H, Hd, m); 
3.54 (1H, He, ddd, Jee’ = 11.8 Hz, Jeh = 5.1 Hz, Jed = 4.1 Hz); 3.50 (1H, He’, ddd, Je’e = 11.8 Hz, Je’h = 
5.1 Hz, Je’d = 4.0 Hz); 2.08 (1H, Hb, ddd, Jbb’ = 13.1 Hz, Jba = 6.0 Hz, Jbc = 3.2 Hz); 1.90 (1H, Hb’, ddd, 
Jb’b = 13.1 Hz, Jb’a = 7.3 Hz, Jb’c = 6.1 Hz). 
 
1H NMR (600 MHz, D2O, 25 °C) δ (ppm): 7. 67 (1H, Hf, d, Jfg = 7.8 Hz), 6.12 (1H, Ha, dd, Jab’ 
= Jab = 6.7 Hz); 5.89 (1H, Hg, d, Jgf = 7.8 Hz); 4.30 (1H, Hc, m); 3.92 (1H, Hd, m); 3.70 (1H, He, dd, Jee’ 
= 12.6 Hz, Jed = 3.6 Hz); 3.62 (1H, He’, dd, Je’e = 12.6 Hz, Je’d = 5.1 Hz); 2.30 (1H, Hb, ddd, Jbb’ = 14.3 
Hz, Jba = 6.7 Hz, Jbc = 3.9 Hz); 2.16 (1H, Hb’, ddd, Jb’b = 14.3 Hz, Jb’a = Jb’c = 6.7 Hz). 
 
Citidina (Cit) 
 
1H NMR (600 MHz, 40 mM, DMSO, 25 °C) δ (ppm): 7.81 (1H, Hf, d, Jfg = 7.5 Hz); 7.13 (1H, 
Hm, s sl); 7.07 (1H, Hm’, s sl); 5.74 (1H, Ha, d, Jab = 3.8 Hz); 5.68 (1H, Hg, d, Jgf = 7.5 Hz); 5.24 (1H, Hl, 
d, Jlb = 5.1 Hz); 5.00 (1H, Hh, t, Jhe = Jhe’ = 5.2 Hz); 4.94 (1H, Hi, d, Jic = 5.1 Hz); 3.91 (2H, Hc/Hb, m); 
3.79 (1H, Hd, m); 3.63 (1H, He, ddd, Jee’ = 12.1 Hz, Jeh = 5.2 Hz, Jed = 3.1 Hz); 3.52 (1H, He’, ddd, Je’e 
= 12.1 Hz, Je’h = 5.2 Hz, Je’d = 3.6 Hz). 
 
Citosina-β-D-arabinofuranoside (Ara-C) 
 
1H NMR (600 MHz, 40 mM, DMSO, 25 °C) δ (ppm): 7.55 (1H, Hf, d, Jfg = 7.4 Hz); 7.04 (1H, 
Hm, s sl); 6.96 (1H, Hm’, s sl); 6.01 (1H, Ha, d, Jab = 4.2 Hz); 5.63 (1H, Hg, d, Jgf = 7.4 Hz); 5.36 (1H, Hi, 
d, Jic = 4.2 Hz); 5.35 (1H, Hl, d, Jlb = 5.0 Hz); 4.96 (1H, Hh, t, Jhe = Jhe’ = 4.9 Hz); 3.92 (1H, Hb, m); 
3.86 (1H, Hc, m); 3.71 (1H, Hd, m); 3.57 (1H, He, m); 3.55 (1H, He’, m).  
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Gemcitabina (GCit) 
 
1H NMR (600 MHz, 40 mM, DMSO, 25 °C) δ (ppm): 9.89 (1H, Hl’, s); 8.79 (1H, Hl, s); 8.12 
(1H, Hf, d, Jfg = 7.9 Hz); 6.21 (1H, Hg, d, Jgf = 7.9 Hz); 6.08 (1H, Ha, m); 4.17 (1H, Hc, td, Jcf = 12.2 
Hz e Jcd = 8.9 Hz); 3.89 (1H, Hd, ddd, Jdc = 8.9 Hz, Jde = 3.1 Hz, Jde’ = 2.3 Hz); 3.77 (1H, He’, dd, Je’e = 
12.7 Hz, Je’d = 2.3 Hz); 3.62 (1H, He, dd, Jee’ = 12.7 Hz, Jed = 3.1 Hz). 
 
(D)-Leucil-(D)-valina/(L)-Leucil-(L)-valina metil estere trifluoroacetato 
(DD/LL-LeuValOMe)  
 
1H NMR (600 MHz, 5 mM, D2O, 25 °C) δ (ppm): 4.20 (1H, H5, d, J56 = 6.4 Hz), 3.95 (1H, H1, 
t, J12 = J12’ = 7.1 Hz), 3.64 (3H, OMe, s), 2.07 (1H, H6, m), 1.63-1.54 (3H, H2/H2’/H3, m), 0.84-0.82 
(12H, H4/H4’ e H7/H7’). 
 
(D)-Leucil-(D)-valina/(L)-Leucil-(L)-valina benzil estere trifluoroacetato  
(DD/LL-LeuValOBz) 
 
1H NMR (600 MHz, 5 mM, D2O, 25 °C) δ (ppm): 7.33-7.31 (5H, Haromatici, m), 5.12 (1H, H8’, d, 
J8’8 = 12.3 Hz), 5.08 (1H, H8, d, J88’ = 12.3 Hz), 4.21 (1H, H5, d, J56 = 6.3 Hz), 3.91 (1H, H1, t, J12 = J12’ 
= 7.3 Hz), 2.08 (1H, H6, m), 1.51-1.45 (3H, H2/H2’/H3, m), 0.81 (6H, H7/H7’, d, J7’6/J76 = 6.6 Hz), 
0.74 (3H, H4’, d, J4’3 = 6.3 Hz), 0.73 (3H, H4, d, J43 = 6.1 Hz). 
 
(D)-Valil-(D)-leucina/(L)-Valil-(L)-leucina metil estere trifluoroacetato  
(DD/LL-ValLeuOMe)  
 
1H NMR (600 MHz, 5 mM, D2O, 25 °C) δ (ppm): 4.35 (1H, H4, dd, J45’ = 8.2 Hz, J45 = 6.6 Hz), 
3.70 (1H, H1, d, J12 = 5.7 Hz), 3.63 (3H, OMe, s), 2.12 (1H, H2, m), 1.57 (2H, H5/H5’, m), 1.53 (1H, 
H6, m), 0.93 (3H, H3’, d, J3’2 = 6.8 Hz), 0.91 (3H, H3, d, J32 = 6.8 Hz), 0.81 (3H, H7’, d, J7’6 = 6.3 Hz), 
0.77 (3H, H7, d, J76 = 6.3 Hz). 
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(D)-Valil-(D)-leucina/(L)-Valil-(L)-leucina benzil estere trifluoroacetato  
(DD/LL-ValLeuOBz) 
 
1H NMR (600 MHz, 5 mM, D2O, 25 °C) δ (ppm): 7.32-7.29 (5H, Haromatici, m), 5.10 (1H, H8’, d, 
J8’8 = 12.1 Hz), 5.07 (1H, H8, d, J88’ = 12.1 Hz), 4.39 (1H, H4, dd, J45 = 6.6 Hz, J45’ = 8.6 Hz), 3.67 (1H, 
H1, d, J12 = 5.8 Hz), 2.02 (1H, H2, m), 1.56 (2H, H5/H5’, m), 1.49 (1H, H6, m), 0.82 (3H, H3’, d, J3’2 = 
7.1 Hz), 0.79 (3H, H3, d, J32 = 6.8 Hz), 0.78 (3H, H7’, d, J7’6 = 6.4 Hz), 0.75 (3H, H7, d, J76 = 6.4 Hz). 
 
Metil 2-cloropropionato (MCP) 
 
1H NMR (600 MHz, 10 mM, C6D12, 25 °C) δ (ppm): 4.20 (1H, CH, q, JCH-Me = 6.9 Hz), 3.65 
(3H, OMe, s), 1.60 (3H, Me, d, JMe-CH = 6.9 Hz).  
 
1,1,1,3,3-Pentafluoro-2-(fluorometossi)-3-metossipropano (composto B) 
 
1H NMR (600 MHz, 5 mM, D2O, 25 °C) δ (ppm): 5.29 (1H, H2, dd, JH2F = 12.5 Hz, J22’ = 2.7 
Hz), 5.21 (1H, H2’, dd, JH2’F = 9.7 Hz, J2’2 = 2.7 Hz), 4.13 (1H, H1, m), 3.56 (3H, MeO, s). 
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